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Kirmizi renkte olan enzimler, 21. kromozomda kodlanan genlerdir. Yesil renkte
gosterilen bilesenler hiicre yasamu, replikasyon ve fonksiyonunda kritik role sahip olan
metilasyon reaksiyonlarinin Grlnleridir. Soru isareti (?) ile gosterilenler o reaksiyonda
onemi net olarak bilinmeyenlerdir. Kisaltmalar;, MTHFR: Metilen tetrahidrofolat
rediktaz, MTR: Metiyonin sentaz; MTRR: Metiyonin sentaz redlktaz; FH,

Dihidrofolat; FH, : Tetrahidrofolat; glun: Poliglutamatlar; TMP: Timidin monofosfat;
dUMP: deoksiuridin monofosfat; figlu: formiminoglutamat; GAR:
Fosforibozilglisinamid; FGAR: Fosforibozilformilglisinamid; AICAR:
Fosforibozilamino imidazol karboksamid; FAICAR: Fosforibozilformilamino imidazol
karboksamid; NAMT1: putatif N6-DNA metil transferaz; RFC: Indirgenmis folat
tasiyicis;; GART: Fosforibozilglisinamidtransformilaz; PRMT2: Protein arjinin N-metil
transferaz ~ 3-like; CBS:  Sistation beta sentaz; FTCD:  Formimino

tetrahidrofolatsikKlodeaminaz (19). ......coueieeiiiii e
MTHFR geni 1298 A>C polimorfizmi icin PZR ile ¢cogaltilan 138 baz ciftlik bélge.............
MTHFR geni 677 C>T polimorfizmi igin PZR ile ¢ogaltilan 198 baz ciftlik bélge. ..............
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uzunlugunda ki bélgenin PZR yontemi ile cogaltihp agaroz jelde yirituldiikten sonra

olusturduklari bant géruntuleri. M: Markir DNA, Bantlar 138 bp. buytkligundedir.............

Hasta gruba ait bazi drneklerin, MTHFR geni 677 bolgesini iceren 198 baz cifti
uzunlugundaki bélgenin PZR yontemi ile ¢ogaltilip agaroz jelde yiritildikten sonra

olusturduklari bant gortintileri. M: Markir DNA. ..o

Hasta ve kontrol gruplarina ait bazi érneklerin RFLP ydntemi ile (Hinf | enzimi ile)
kesilip, agaroz jelde yuruttldukten sonra olusturduklari bant goriintuleri. M: Markir

DNA, CC, CT, TT: GENOUIPIEL. ...ttt
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OZET

Prenatal Tam Amaciyla Basvuran Gebelerde Down Sendromlu Bebek Sahibi
Olma ve Maternal Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Genotip iliskisi

Down sendromu ya da trisomi 21, 21. kromozomda yer alan genlerin 3
kopyasimin ekspresyonuna bagh en sik gorilen genetik hastahktir. Bu durum,
olgulanin  yaklasitk %90’ inda mayoz sUresince maternal kromozom
ayriflamamasindan kaynaklanmaktadir. Kromozomal aynlamama ve folat
metabolizmas1 arasindaki iliski son willarda ilgi cekmeye baslamistir. Folat,
bolinme ve diger asamalarda epigenetik duzenleyici olan htcresel metilasyon
reaksiyonlarindaki gorevinden dolayi, hiicre bdliinmesi boyunca genetik materyal
dagilhiminda 6nemli role sahiptir. MTHFR (Metilentetrahidrofolat redtktaz); 5,10-
metilentetrahidrofolat‘l, homosisteinin metionine remetilasyonu i¢in metil vericisi
olan 5-metiltetrahidrofolat’a dontusumint katalizlemektedir. MTHFR, DNA
sentezi ve metilasyon reaksiyonlarnn gibi énemli yolaklarda etkilidir. MTHFR
geninde meydana gelen en yaygin polimorfizmler C677T (rs1801133) ve A1298C
(rs1801131)’ dir.

Bu calismamin amaci Down Sendromlu cocuk sahibi olma durumu ile
maternal MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri arasindaki iliskiyi
arastirmaktir. Ayrica hasta ve kontrol gruplarinda serum homosistein ve folat
diizeyleri de tespit edilmistir. C677T polimorfizmi igin genotip ve allel frekanslar
bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark
saptanmistir (p<0.05). Hasta grubunda normal genotipe sahip bireylerin oran1 %9
iken kontrol grubunda %42.4 olarak gozlenmistir. Homozigot bireylerin oranlari
ise birbirine benzer olarak tespit edilmistir (%16.4-%16.7). Hasta grubunda T
alleli frekansina ait oran (%053.7) yuksek iken kontrol grubunda C alleli
frekansina ait oran (%062.9) yuksek bulunmustur. Diger taraftan A1298C
polimorfizmi igin hasta ve kontrol gruplar arasinda genotip ve allel frekanslar
bakimindan anlamh bir fark bulunmamstir (p>0.05). Serum folat ve homosistein
diuzeyleri karsilastirildiginda hasta ve kontrol grubunda istatistiki olarak énemli
bir fark oldugu gozlenmistir. Serum folat (ng/mL) ve homosistein (hmol/mL)
degerleri ortalamasi hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla 6.05;7.85 / 13.46;18.14
bulunmustur.

Anahtar sézcikler: Down sendromu, folik asit, homosistein, MTHFR, polimorfizm,

Xi



ABSTRACT

The Applicant for the Purpose of Having a Baby with Down's Syndrome in
Pregnant Women Prenatal Diagnosis and Relationship Between Maternal
Methylenetetrahydrofolate Reductase Genotype

Down Syndrome or Trisomi 21 is the most common genetic disease releated
with expression of 3 copies located on 21. choromosome genes. This situation,
about 90% of cases, originate from maternal choromosome nondisjunction during
meiosis. In recent years, the relation between choromosome nondisjunction and
folate metabolism has begun to drawn attention. Folate has an important function
the distiribution of genetic material during segmentation because of its function,
which is epigenetic regulatory in segmentation and other stages, in cellular
methylation reactions. MTHFR (Methylenetetrahydrofolate Reductase); catalyzes
the transformation of 5,10- Methylenetetrahydrofolate to 5-
Methyltetrahydrofolate, which is a methyl transmitter, for remethylation of
homocysteine to methionine. MTHFR is effective in important pathways as DNA
synthesis and methylation reactions. The most common polymorphisms occuring
in MTHFR gene are C677T (1801133) ve A1298C (1801131).

The objective of this study is to explore the relation between the condition of
having children with Down Syndrome and maternal MTHFR C677T and A1298C
polymorphisms. Besides, homocysteine and folate levels were also determined in
case and control groups. A statistically significant difference was determined
between case and control groups in terms of genotype and allele frequencies for
C677T polymorphism (p<0.05). While the rate of individuals with normal genotype
was 9% in case group, it was observed 42.4% in control group. The rate of
homozygous individuals were determined similar (%16.4-%16.7). While the rate of
T allele frequency (%53.7) was great in case group, the rate of C allele frequency
(%62.9) was determined great in control group. On the other hand, no significant
difference was observed in terms of genotype and allele frequencies between in
case and control groups for A1298C polymorphism (p>0.05). When serum folate
and homocysteine levels were compared, a significant difference was observed
statistically in case and control groups. The average level of serum folate (ng/mL)
and homocysteine (nmol/mL) were observed within the case and control groups
6.05; 7.85/ 13.46;18.14, respectively.

Key words: Down syndrome, folic acid, homocysteine, MTHFR, polymorphism.
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1. GIRIS

Down Sendromu (DS), canli dogan bebeklerde en sik goriilen otozomal
kromozom bozuklugudur. Cocuklarin, bir yasindan fazla yasayabildigi tek otozomal
trizomidir. Ilk kez 1866’ da Langdan Down tarafindan bildirilmistir. Hastaligin temel
nedeni kromozom 21’ in mayoz sirasindaki ayrilamama durumudur. Hastalarin %95’ i
Klasik trizomi, %1’ mozaik ve %4’ translokasyon tipi karyotip gostermektedir. En sik
rastlanan translokasyon t(14q21q) ve t(21p22p)’ dir. Canli dogumlar arasindaki sikligi
1/700 civarindadir. Gorlme sikligr anne yasindaki artisa bagl olarak artmaktadir (1).

Kadinlarda primordial oositler fetal gelisim boyunca Mayoz I’e dahil olurlar,
DNA replikasyonu devam eder ve sonra ovulasyona kadar profaz I’ de kalirlar. Mayoz
Il fertilizasyondan sonra tamamlanmaktadir. Gebelikte ileri maternal yas ve 21.
kromozom rekombinasyonunda bozukluk kromozom 21’ in ayrilamamasinda en iyi
bilinen iki maternal risk faktorudir (2,3). Ozellikle Mayoz I’deki hatalar
rekombinasyonun olmamasi ile iliskilendirilmekte ve bu iliskiler oosit yasindan
bagimsiz olarak gortlmektedir (2,4,5). Bunun tersine Mayoz Il hatalari, artan oosit
yasina bagl olarak gortlen 21q sentromeri yakininda meydana gelen rekombinasyon ile
iliskilendirilmektedir. Bu bolge bir spesifik kromozom bélgesinin rekombinasyona
girmesini etkileyen, GC icerigi ve CpG adacig: iceren genomik 6zellikler olarak ifade
edilmektedir. MI ve MII hatali oositlerin kiictik bir boliminde yer degistirmistir, bu
rekombinant yapilar kromatin yapis1 ya da epigenetik modifikasyonlar gibi
perisentromerik DNA’ nin karakteristik 0zelliklerini gdsteren proksimal bdlgelerde
meydana gelen olaylardir (6,7).

20.000” den fazla oositte yapilan bir arastirmada bircok trizomi 21 olgusunun
MI ve MII hatalar1 ya da MI kaynakli hatalardan meydana geldigini gostermistir ve
bunlar maternal buyikannede annenin fetal gelisimi sirasinda baslamis ya da olusmus
rekombinasyon hatalar1 ile iliskili olabilmektedir. Olgularin %35’ inde fazlas
yetiskinlikte meydana gelen maternal MII hatalarindan kaynakl: olmaktadir (7,8).

Baslangigta DS’ li dogum igin ileri maternal yas risk olarak belirlenmistir ve
kromozomal ayrilamama mekanizmasiyla iliskili bazi durumlarda DS’li dogum
oranininda ileri anne yasina bagh artis dogrulanmistir (9,10). Fakat bu etki oositlerde
meydana gelen ayrilamama ile sinirlandirdmistir (7,11,12,13,14). Bunun disinda



spermatogenezde ayrilamama, post zigotik mitotik hata ve translokasyon da DS
olusumunda etkili olan mekanizmalardir. Baz1 ¢alismalarda bir DS’ li fetuse gebelik
doneminde annelerin ortalama yas: normal bebege sahip annelere gore oldukca yliksek
bulunmustur. Yapilmis olan baska bir ¢calismada trizomi 21’ in Ml ve MII hatalan
arasindaki farkliliklari ortaya koymustur. MII hatalar: i¢in artan risk MI hatalar: ile
karsilastirildiginda ilerlemis anne yasina gore degistigi gorilmustir. M1l de hata olan
kadinlarin ortalama yas1 M1’ de hata olan kadinlardan daha buydiktar (7,15).

Tek karbon metabolizmasi, bircok biyolojik fonksiyonlarda kullaniimak Uzere
cevreden besinleri kullanan metabolik bir agdir. Folat ve metiyonin dongiileri, histon ve
DNA metilasyonunu igeren metilasyon reaksiyonlari igin metil vericisi olan S-
adenosilmetionin’ i (SAM) olusturmaktadir. Histon metilasyonu epigenetik kodun kritik
bir parcasidir ve gen ekspresyonunun regulasyonuna aracilik eden kromatin yapisinin
olusumunda rol oynamaktadir. Histon metil transferazin aktivitesi, hiicre metabolizmasi
ve histon metilasyonu ile iliskiyi destekleyen hiicresel besin kullanabilirligi kararsiz
olan intraseltiler SAM miktarina baghdir (16).

Tek karbon metabolizmas: metabolik yolaklarda kullaniimak Gzere glukoz,
vitamin ve aminoasit gibi besinlere ihtiyac duymaktadir. Bu yolaklar niikleotid
metabolizmasi, lipid biyosentezi ve metilasyon metabolizmas: gibi yolaklar
icermektedir. Tek karbon metabolizmasinin iki ana bileseni folat ve metionin
dongusudir (16,17).

Folik asit DNA ve protein sentezinde gerekli bir vitamindir. Pteridin, p-
aminobenzoik asit ve glutamik asitten olusmaktadir. Folik asit ve tlrevleri, pirin ve
pirimidin  bazlarinin  biyosentezi, glisin, serin, homosistein ve metiyonin
aminoasitlerinin metabolizmasi gibi dnemli biyokimyasal olaylarda rol almaktadir (18).

Folat yetersizligi, buylime geriligi, anemi,kilo kaybi, sindirim hastaliklari ve
bazi davranig sorunlar ile iliskilendirilmektedir. Dustik folat degerleri ayrica néral tip
defekti icin risk faktor olarak gortlmekte ve gebelik 6ncesi ve sonrasinda folik asit
kullanimi 6nerilmektedir (19).

Folat metabolizmasinda birgok gen yer almaktadir. 1999 yilinda Jill James ve
arkadaslar1 bu genlerden biri olan MTHFR (metilentetrahidrofolat rediktaz)’ in down
sendromlu c¢ocuk sahibi olma durumu icin maternal risk faktér olabilecegini ve

annelerde plasma homosistein seviyelerinin arttigin1 bildirmiglerdir. MTHFR C677T



polimorfizminin  enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugu bilinmektedir
(19,20,21,22). Azalan enzim aktivitesinin kromozomun perisentromerik boélgesinde
DNA hipometilasyonundan sonuclanacagi one sirilmektedir. Hipometilasyon trisomi
21 i¢in yatkinlik kazandiran anormal kromozom dagilimina sebep olabilmektedir (23).
Bu tez calismasinda down sendromlu bebek sahibi olma ile maternal MTHFR
(gen 1D:4524) geni arasindaki iligskinin arastirilmas: amaclanmigtir. Calismada down
sendromlu ¢ocugu olan annelerden ve saglikli ¢ocuga sahip olan annelerden alinan
kanlar DNA izolasyonu igin, kan serumlarida folat ve homosistein dizeylerinin
belirlenmesi igin degerlendirilmistir. MTHFR geni C677T (rs1801133) ve A1298C
(rs1801131) polimorfizmleri PCR-RFLP yontemi ile analiz edilmistir. Cukurova
bolgesinde down sendromlu bebege sahip olma ile maternal MTHFR polimorfizmleri
arasindaki iliski ortaya cikarilmis, genotip ve allel frekanslar: ile folat-homosistein

degerleri g6zonuinde bulundurularak degerlendirmeler yapilmastir.



2. GENEL BiLGI

2.1. Down Sendromu
Insan uluslararass  kromozom adlandirma  sisteminde (ISCN) insan

kromozomlarinin sayisi1 2n=46" dir ve ikiye ayrilmaktadir (24). Bunlardan ikisi seks
kromozomlar: ya da gonozomlar (X,Y) ve 44 otozomlardir. Otozomlar azalan boylarina
gore 1°den 22 ye kadar numaralandiriimaktadr.

Ikinci en kiigik kromozom olan 21. kromozom Down Sendromu (DS)
karyotipinde 3 tane tespit edilmistir (Sekil 1). Daha sonraki ¢alismalar DS’ nin en kuglk
kromozom trizomisi oldugunu gostermistir.

Kromozom 21’ in uzunlugu, insan genomunun toplam uzunlugu’ nun
%1.9+£0.17" udur ve yaklasik olarak 60 Mb’ dir. Kromozom 21 akrosentrik
kromozomlardandir. Kisa kolu (21p) heterokromatiktir fakat tekrarli DNA’ nin farkl
yapilarindan olusmaktadir (25).

Kisa kolun uzunlugu toplam uzunlugun yaklasik %30’ u kadardir. p13 bandinin
%10’ u ve pll.2 bandinin %2’sinde farkhliklar tanimlanmistir. p12’ de %0.7-1.3 ve
pl3’” (n satellitlerinde %0.1 oraninda duplikasyonlar goéralur. Bu ¢ bolgedeki
delesyonlar nadirdir (26). Kromozom 21’in kisa kolu en uzak telomer ve
perisentromerik bolge gq11.1 haricinde 6kromatiktir.

Kromozom 21’ in sentromerinin merkezi pargas: 13. kromozomun sentromeri ile
identik olan a-satellit DNA’ dan olusmaktadir. a-satellit DNA’ nin iki tarafi B-satellit
DNA ile cevrilmistir. Bu iki kodlamayan bolge duplikasyon yada delesyonlarla
buydkliklerinde ©6nemli degisim gosterebilmektedir. Onlarin uzunlugu bdlgenin
ortalama uzunlugunun %20’sinden daha az olmadikga kinetokorlarin normal gelisimi
korunmaktadir. Aksi durumda mitozun anafazinda kromatidlerin tam ayrilmasinda
basarisizlikla sonuglanabilir (27,28).

B-satellit DNA’ nin distali kisa kolda yer almaktadir (p11.2). Buyikligtinde
onemli  degisimler gostermektedir. Bu nedenle polimorfik bolge olarak
tamimlanmaktadir. NOR (nucleolus organizing region) olarak adlandirilan ve ribozomal
RNA genlerini iceren p12 bandi ile kisa kolda izlenmektedir. Cok az yana genisleme ile

karakterizedir (29). Kisa kolun sentromere uzak bdlgeleri satellitlerdir (p13), telomer



uclarint iceren Sat | DNA’dan olusmaktadir. Satellitler boyutu degisen polimorfik
bolgelerdir. Duplike olabilme yetenegine sahiptir.

Literattire gore, 21. Kromozomun uzun kolunun (g11.1) proksimal (sentromere
yakin) heterokromatik bolgesi p-satellit DNA’dan olusmaktadir. Uzun kolun ana
bolimi oOkromatiktir. AT ve GC zengin bantlar karakteristik sekanslara sahiptir ve
bantlar boyama 0Ozellikleri ile ayirt edilebilmektedir (30)

Tam ya da kismi andploid kromozom, anormal genetik materyalin miktar: ve

cesidine bagli ekspresyonu olan tasiyicilarda patolojik fenotip ile iliskilidir.
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Sekil 1. GTG bantlama ile Standart Down Sendromu Karyotipi (30)
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Sekil 2.21. kromozomun yapr ve morfolojisi. ISCN’ ye gore ideogram(25)

22. kromozomun tersine 21. kromozom fazla sayida AT sekanslarindan
bolgelerden olusmaktadir. GC-zengin bdlgeler ya da housekeeping genler bircok hiicre
cesidinde eksprese edilmektedirler. Cesitli metabolik ve yapisal fonksiyonlar: tasiyan
proteinlere oOncilik etmektedirler. Tersine AT-zengin genler dokuya Ozgudur ve
metilasyonla diger dokularda inaktif oluyorken belirli hiicrelerde aktivedirler. Bu gen
inaktivasyonu kondense kromozom yapisiyla ayni anda gerceklesmektedir ve bu
nedenle bu genlerin DNA’ s1 transkripsiyon faktorleri icin ulasilabilir degildir. AT-
zengin DNA bolgeleri yiiksek yogunlukta boyama gosterir ve kromozom analizleriyle
lokalize olabilmektedir.

Kromozom 21’ in fazla AT-zengin bolgeleri nedeniyle, trizomi 21 yasamla
uyumlu ve olgularin gogunda sadece tasiyicilarin gelisimini yavaslatmaya neden olur ve
letalite igin trisomi 22 gibi degildir.

Kromozom 21’ in gen haritas: baslangigta farkli gen drunlerinin analizleriyle.
kicuk yapisal bozukluklarin analizleri birlestirilerek olusturulmustur. Kromozom 21,
2000 yilinda dizilenmistir (31) ve 225 gen tespit edilmistir. Bu trizomi 21’ deki nispeten
hafif fenotipi agiklayabilmektedir.

Ilerleyen yillarda DS icin kritik bolge yerini belirleyebilmek icin 21q’ da fazla
sayida kucuk bolgeler analiz edilmistir. Fakat beklenildigi gibi dogrudan genotip-

fenotip korelasyonu ortaya ¢cikmamistir. Kromozom 21’ in gen rinlerinin blydk bir



kismi gen drinlerini ve homolog olmayan kromozomlarda onlarin fonksiyonunu da
etkilemektedir (30,32,33)

2.2. Down Sendromu Etyolojisi
DS en sik gorilen canli dogan andploididir ve dlnya capinda insan

populasyonunun batun etnik gruplart arasinda mental retardasyonun ayirt edilebilir
formudur. Bu dogum defektinin ¢ogunlugu 21. kromozomda ayrilamama, parental
gametogenez’ de mayoz siresince kromozomlarin uygun bicimde ayrilmasinda
basarisizliktan kaynaklanmaktadir (34). Diger otozomal anoploidiler gibi DS’li
dogumlarin yaklagsik %90’1 maternal oogenez’ de meydana gelen hatalardan
kaynaklanmaktadir ve bunlarin buyik bir cogunlugu 1. Mayotik bdlinmede meydana
gelmektedir (35,36,37,38). DS’lu dogum icin maternal risk faktorleri arastirildiginda
ileri maternal yas ve mayotik rekombinasyondaki hata oositte 21. kromozom
ayrilamamasi altinda yatan mekanizma ile iliskili 6ne ¢ikan iki gucli baglant: olarak
tespit edilmistir.

Hindistan’ da trisomi 21 (zerinde ydruttlen benzer bir ¢galismada DS’ li ¢ocuga
sahip yaklasik 400 ailede, %88 oraninda maternal hata ve bununda buyik ¢ogunlugu
(%77) MI’ de ayrilamamanin oldugu vakalardir. Post zigotik mitotik hata %2, paternal
hatalar ise %10 olarak tespit edilmistir (30).

2.3. Down Sendromu Biyolojik Yas Hipotezi
Ilk kez Brook ve arkadaslar: tarafindan ileri striilmistir. Bu hipotezin temel

fikri mayotik hatalarin ve sonraki andploidinin artis oranminin kadinlarin kronolojik
yasiyla degil ovaryumun biyolojik yaslanmasi ile iliskili oldugudur. Burada iki farkl
goriis ortaya cikmaktadir. Birincisi yash ovaryumda mayotik hatanin artmis oramiyla
hormonal sinyallerin optimal seviyeleri ile iliskilidir. Gelisimin farkli asamalarinda
antral folikulin sayis1 birkag c¢alismada gosterildigi gibi artan maternal yasla
azalmaktadir. Antral folikil sayisindaki bu disus, oosit havuzunda azalmayla birlikte
anoploid gebelige yatkin kadinlarin ovaryumunda hormonal g¢evrede bir dengesizlik
olusturmaktadir. Yash kadinlar arasinda uygun antral foliktller sinirlandirilmistir ve
ovaryum ovulasyon icin optimal ya da hatali oositi segmek zorunda olabilmektedir.
Biyolojik yaslanma, oositte kromozom ayrilma sistemine dahil edilen ovaryum

protein bilesenlerinin degredasyonu ile iliskili yaslanma olarakta yorumlanabilmektedir.



Hiicre dongusi genlerini iceren ¢ok sayida transkript dizeyinin kadinlarda artan

maternal yasla azaldig: belirtilmistir (30).

2.4. Mayotik Rekombinasyon ve Maternal Yas Etkisi
Maternal yas disinda maternal ayrilamama ile iligkili oldugu belirlenen tek

faktor, mayotik rekombinasyonun modelinde degisiklik olmasidir. Bununla ilgili ilk
kanit Warren ve ark.(39) tarafindan kromozom 21’in ayrilamamas: ile iliskili azalan
rekombinasyon icindir. Kiazmata, rekombinasyon bdélgesinde homolog kromozomlar
arasinda fiziksel baglantilardir ve sentromer kohezyonu ve kardes kromatidlerle birlikte
M1’ de tetrad ya da eslesmis homologlar1 dengelemek icin calismaktadirlar. Mayotik ig
uzerinde kromozom oryantasyonu hazirlamaya ve zit kutuplara dogru ayrismasini
saglamaya yardim etmektedir. Kiazma formasyonu olmaksizin homolog ¢ifti kutuplara
rastgele siriklenmekte ve aym kutuplara birlikte tasinirsa  andploidi ile
sonuglanmaktadir. Kiazmanin olmamasi mayoz rekombinasyon frekansinda azalmaya

sebep olan temel etkendir (30).

2.5. Down Sendromu Tdurleri

2.5.1. Trizomi 21
Tasiyicilar 21. kromozomun 3 tekrarini igeren 47 kromozoma sahiptir. Down

sendromu vakalarinin yaklasik %90* 11 olusturmaktadir. Nadiren meydana gelir bu
nedenle tekrarlama riski dislktir. Bu vakalarin %85-90’i maternal mayoz hatalarindan
kaynaklanmaktadir. Maternal mayoz | hatalari yaklasik %75, maternal mayoz |l
hatalar1 ise %20 oramndadir. Trizomi 21 vakalarinin %5’i ise, mayoz | hatalarindan
daha sik gorilen Mayoz Il hatalarimin gozlendigi paternal mayotik hatalardir. Post
zigotik mitotik hatalar, bozulmus maternal mayozun dominant etkisi mayoz I’ de

azalmis kiazmata sayisiyla ifade edilmektedir. Bu iliskinin sebebi bilinmemektedir.

2.5.2. Robertsonian Translokasyonu
Trizomi 21, kromozom 13,14,15,21 ve 22 ile, 21. kromozomun dengesiz

tranlokasyonuna verilen addir. Translokasyon eslerinin sikligr degisiklik gosterir ve
heterokromatin kisa kolunda homolojilerin bir sonucudur. Bu flizyon Uriin inaktif

sentromerle disentrik ya da monosentrik olabilmektedir.



Monosentrik translokasyon kromozomlarda, sentromer partnerlerin her birinden
tireyebilir ya da onlarin her ikisinden ortaya ¢ikan bir hibrit yap1 olabilmektedir.
Robertsonian translokasyonu trizomi 21 olgularinin yaklasik %5’ ini icermektedir.
Tasiyicilarda de-novo olarak olusan %75 oraninda iken %25’ i aileseldir.

Dengeli Robertsonian translokasyon tasiyicilari 45 kromozom, dengesiz olanlar
46 kromozoma sahiptir. Tasiyicilarin ¢ogunda iki kisa kol bolgesi kaybolmustur. Bu iki
NOR-bolgesinin  kayb:1 dengeli translokasyon tasiyicilarinda klinik semptomlara
onculik etmez.

Rob 14921g, en yaygin gorilen translokasyondur. Ardidan rob (21g21q)
gelmektedir. Diger translokasyonlar daha az siklikla go6rulmektedir. Dengeli
translokasyona sahip kadinlar oosit polar yapisinin yaklasik %20’sinde anormal
karyotipe sahiptirler erkekler ise spermlerinin %210-15" inde anormal Kkaryotip

gostermektedirler. Embriyo gelisiminde bu frekanslar azalmaktadir (30).

2.5.3. Resiprokal Translokasyon
Resiprokal translokasyon farkli otozom yada gonozomlarin Okromatini ile

kromozom 21’in 0kromatik bolgelerinin degisimi ile olusmaktadir. Trizomik bolgelere
ek olarak Kromozom 21’ in farkli  bolgelerinde ayni anda dengesiz formlar
gorulmektedir. Bu translokasyonlar standart trizomilerin 1:1000° inden daha az
sikliktadir (30).

2.5.4. Mozaisizm
Mozaik yapidaki trizomi 21 sikhgi yaklasik %3-5 “ tir. Gebeligin erken

postzigotik gelisimi slresince mitotik aberasyonlardan koken almaktadir. Zigot normal
karyotipe sahip olabilir. Fakat postzigotik mitozda kromozom 21’ in ayrilamamasi
gerceklesir. Mozaik olarak kromozom 21’ in yapisal aberasyonu genellikle postzigotik

yeniden diizenlenmeler araciligiyla olmaktadir (30).

2.6. Folat Eksikliginin Etkisi
Yapilan bir caligmada folat eksikligi anoploidi igin bir risk faktoru olarak

belirtilmistir. Yetersiz folat iceren diyetle beslenmis olan kadinlardan alinan lenfositlerde,
anormal kromozom dagilimini temsil eden kinetokor pozitif mikroniklei frekansinin

arttigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada folatin eksik oldugu donemden sonra folat destegi



bu sentromerik fragmentlerde 6nemli bir azalma ile iligskilendirilmistir. Maternal folat
durumu ile uyusan cok faktorli gen-cevre interaksiyonlarini pozitif olarak destekleyen bu
calismalar mayotik ayrilamama ve down sendromlu gebelik riskini ifade edebilir. Genetik
ve/veya diyet faktorlerinden kaynaklanan metiyonin sentaz reaksiyonunda bir uzlasma,
oosit kromatin yapisinda ve DNA metilasyon modelleri tzerine indirek etki ile normal
kromozom dagilimina onciluk edebilmektedir. Tekrarlayan satellite sekanslarinda
perisentromerik heterokromatinin ikincil yapisi, kardes kromatidlerin birlesmesine ve
protein-DNA baglama’ya dahil olmaktadir. Metil bagli protein yoklugunda, MeCP2,
tercihen, kromatin kondensasyonu ve bolgesel histon deasetilasyonunda sonuglanan histon
deasetilazda perisentromerik DNA’ ya baglanmaktadir (40).

Histon deasitilasyonu ve kromatin kondensasyonu i¢in DNA metilasyonuna bagh
son degerlendirmeler, normal kromozom dagilim: icin kromatin yapisinda gerekli
epigenetik  degisimlere bagli olabilen muhtemel DNA metilasyon modellerini
desteklemektedir. QOositler gibi replike olmayan hiicrelerde DNA’da metile CpG
bolgelerinde metil gruplarinin kayb: 5-metilsitozinin timine spontan deaminasyonu ile ya
da replikasyonla iliskili DNA sarmali degisiminde kesip ¢ikarma onarim: sirasinda
meydana gelebilir. DNA metiltransferazin yeni sentezlenen ipliklerde rematilasyonunun
basarisizliginda, folat/metil yetersizligi kosullarinda DNA metilasyon modellerinin strekli
eksikligi ile sonuglanabilir (40).

Normal kromozom dagilimi igin kararli perisentromerik DNA metilasyonunun
onemi bazi calismalarda vurgulanmistir. Ornegin, seyrek goriilen bir otozomal hastalik
olan ICF * li (immunodeficiency centromeric instability and facial anomalies) bireylerin
lenfositleri, perisentromerik satellit DNA’nin  secici  metilasyonu, kromozom
dekondensasyonu ve kompleks ¢cok merkezli (multiradiate) kromozomlar1 iceren belirgin
kromozom anomalilerini ortaya koymustur. Bu hastaligin genetik orjininin de novo DNA
metiltransferaz 3B (DNMT3B)’de bir mutasyon oldugu saptanmistir. Bu durum DNA
hipometilasyonu, perisentromerik dekondensasyon ve anormal kromozom dagilimi
arasindaki iligkinin bir sebebi oldugunu desteklemektedir. Folat eksikligi ve DNA
hipometilasyonu arasindaki iliski MTHFR polimorfizminin artan frekansinin DS ve

kromozomal ayrilamama ile iligkili olabilecegi ihtimalini desteklemektedir (40).
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2.7. Folat Metabolizmasi
Folik asit, son donemlerde biyolojik 6neme sahip bir molekil olarak ©ne

cikmaktadir. Folik asit (folat) pteridin, p-aminobenzoik asit ve glutamik asitten olusan
pteroilglutamik asit yapisinda, suda ¢oziinen bir vitamindir. Folik asit ve tirevleri basta
purin ve pirimidin homosistein ve metionin aminoasitlerinin metabolizmas:1 gibi 6nemli
biyokimyasal olaylarda rol almaktadirlar. Bu nedenle de hematopoetik dokular,
gastrointestinal kanal mukozasi ve embriyonun gelismesi gibi DNA yapim ve yikiminin
hizlr oldugu dokularda folat esansiyel bir maddedir. Normal DNA ve protein sentezinde
folik asit ve vitamin B12 nin gerekli oldugu bilinmektedir (41,42).

Yiyeceklerdeki folatlar, 5-metiltetrahidrofolat ve formiltetrahidrofolat olarak
bulunmaktadir. 5- metiltetrahidrofolat, besinsel folatlarin en baskinidir ve 5-metil-5,6-
dihidrofolata kolayca okside edilir. Bu okside olmus formunda, toplam besin folatlarinin
tamamint sunabilmektedir. 5 —metil-5,6-dihidrofolat, yemekten sonra midede etkin olan
asit sartlari altinda hizlica indirgenmektedir. Ayni kosullarda 5-metil tetrahidrofolat
nispeten stabildir. Normal mide, bir konsantrasyon gradientine karsi limene, nitrit ve
reaktif oksijen metabolitlerinin gucli bir inhibitort olan askorbik asit salgilamaktadir.
Askorbik asit 5-metil-5,6-dihidrofolat’ 1n asit kosullarinda degerlendirilmesinde kritik bir
faktor olabilir. Bu mekanizma besinlerden folatin biyoyararliliginin optimize edilmesinde
onemli olabilir. Beslenme ile alinan folatin taginimi, transmembran pH gradienti ile anyon
degisim mekanizmasint devam ettiren sirecler araciligiyla enterosit firga membraninda
yapilir. Folat intraluminal pH’ da anyoniktir. Proksimalde daha etkili olmasina ragmen,
absrobsiyon jejunum boyunca devam eder. Poliglutamil folatlar, pteroil-y-glutamil
hidrolaz tarafindan folilmonoglutamatlara donuUstdrilir ve enterositlerde  5-metil
tetrahidarofolata metobolize olmaktadir. Bu monoglutamil folat koenzimi, vitaminin
plazma formudur ve B-12 ye baglh metionin sentaz tarafindan monoglutamil
tetrahidrofolata dondsturuldugu  periferal dokulara tasinmaktadir. Monoglutamil
tetrahidrofolat, oligo- y-glutamil tetrahidrofolat olusturmak icin glutamat pargalarin
biraraya getiren folilpoliglutamat sentaz (FPGS) substratidir. Bu reaksiyonun Grini
hexaglutamil tetrahidrofolattir (43,44,45,46,47,48,49,50,51,52).

2.7.1. Plasmada Folat
5-metil tetrahidrofolat portal sirkilasyonda serbest birakilmaktadir. Bu folatin

cogu, karacigerde tutulmaktadir, bir kismi ise safrada serbest haldedir. Plasma 5-
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metiltetrahidrofolat seviyesi, 3-30 ng/ml’ dir. Devam eden folat yetersizliginde vitamin
destegi, hicrede ve enterohepatik dongudeki folilpoliglutamat havuzundan
saglanmaktadir. Hicreye alimin azalmasi, hucresel folilpoliglutamat sentezinin
azalmasina ve folilpoligutamatlarin monoglutamatlara hidrolizinin artmasina oncilik
etmektedir. Bu proses ekstraseliler plazmada kullanilabilir 5-metiltetrahidrofolati
arttirmaktadir. 5-metiltetrahidrofolat, endositoz reseptorleri araciligi ile renal proksimal
tlbulde yeniden absorbe edilmektedir (52,53).

2.7.2. Eritrositlerde Folat
Bugtn eritrositlerde folatin, 5-metiltetrahidrofolat ve formiltetrahidrofolat olarak

bulundugu bilinmektedir (54). Eritrosit folati, metabolik role sahip degildir ve folat
dengesinin devamu i¢in uzun sureli bir tampon olarak distnilmektedir. Yash eritrositlerde
folat, retikiiloendotelyal sistem tarafindan degerlendirilmektedir. Daha sonra karacigere
tasinmakta ve enterohepatik dongl aracihigi ile safrada periferal dokulara yeniden
dagilmaktadir (52).

2.7.3. Huicresel Transport
Hiicresel transport sistemleri iki sinifa ayrilabilir. Birincisi, membran tasiyicilarin

icermektedir. Karaciger hiicrelerinde folat tasinim: enerjiye baglhdir ve elektronétral folat
hidrojen  kotransporterlar  vardir. Tasimm anyon degisim mekanizmas: ile
gerceklesmektedir. Mitokondri ise spesifik folat tasiyicilarina sahiptir. Hicresel folat
tastniminin ikinci sinifi glikosilfosfotidil inozitol ile plazma mebranina bagl spesifik folat
baglayici proteindir ve bu protein belirli epitelyal hiicrelerin apikal mebraninda yer
almaktadir. Bu yiksek afiniteli folilkoenzimlere baglanabilmektedir (52,55,56,57,58).

2.8. Tek Karbon Transfer Reaksiyonlarinda Folat Koenzimleri
Folatin metabolik roli, oksidasyonun degisik diizeylerinde ortaya ¢ikan tek karbon

birimlerini tasimasidir. Tek karbon transfer reaksiyonlarindan en énemli 5 tanesi; serinin
glisine donusimu, histidin katabolizmasi, timidilat, metionin ve plrin sentezidir. Bu
reaksiyonlar, FADH2 ve NADPH gibi koenzimler ve spesifik enzim sistemleri araciligi
ile kolaylastirilmis, farkl: elektron transfer basamaklarinda yer almaktadir. Folat hiicrelere
5-metiltetrahidrofolat olarak girmektedir. Folatin hiicresel alimi igin B12’ye bagh

12



metionin sentaz oram sinirlayicidir.  Cunkd  bu enzim  5-metiltetrahidrofolatin
tetrahidrofolat tretimi icin gereklidir (52,59).

Folata bagh tek karbon metabolizmasinda tek karbon birimlerinin ana orjini
SHMT (serinhidroksimetiltransferaz) tarafindan katalizlenen reaksiyonda serin’in beta
karbonudur. Bu reaksiyonda glisin  olusturulur ve tetrahidrofolat 5-10
metilentetrahidrofolata donusturdlir (52).

2.8.1. Histidin Katabolizmasi
FIGLU (formiminoglutamik asit) histidinin yikimindan olusmaktadir. Histidin

yuklemesinden sonra FIGLU atilimi folat yetersizligi igin yararlanilan bir testdir.
FIGLU’nun formimino grubunun tetrahidrofolata transferi 5-10-metheniltetrahidrofolat
olusturur (52).

2.8.2. Purin ve Pirimidin Nukleotid Sentezi
Folik asit tirevlerinin en 6nemli gorevidir. Pirimidin nukleotidlerinin sentezinde

5,10-metilentetrahidrofolat, timidilatmonofosfat (TMP) olusturmak icin
deoksiuridilatmonofosfati (dUMP) metiller. TMP, DNA olusumunda sinirlayic timidilat
sentaz (TS) icin gereklidir. Metotraksat gibi antifolat kemoterapik ilaglar dihidrofolata
benzer ve dihidrofolat: tetrahidrofolata donusturen dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini
inhibe eder. TMP olusumu, timdr hicrelerinin hizli bélinmesinde DNA sentezinin
inhibisyonuna Oncilik eden tetrahidrofolatin distk oranlarina karst hassastir. TS
ekspresyonu hicre dongusunun S fazi boyunca pik noktadadir ve replikasyon oran: ile
iligkilidir. Poliriferasyondaki hiicrelerde TS artis1 dihidrofolat seviyesini arttirmaktadir.
Dihidrofolat, 5-10 metilentetrahidrofolatrediiktaz enzimini inhibe etmektedir ve nikleik

asit sentezine dncelik taniyan diizenleyici bir mekanizma saglamaktadir (60).

2.8.3. Serin ve Glisin Donustimu
SHMT (serinhidroksimetiltransferaz), serin ve glisin’in birbirine donusturtlmesi,

geri donisimlu olarak katalizlemektedir. Bu reaksiyon kofaktor olarak B6 ya ihtiyac
duymaktadir ve oksidasyonun formaldehit diizeyinde tek karbon havuzunda serin’in beta

karbonunu sunmaktadir.
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Tetrahidrofolat+serin+NAD"«5,10-metilentetrahidrofolat+glisin+H,0.5,10-

metilentetrahidrofolat

5,10-metilentetrahidrofolat,  5-metiltetrahidrofolat  olusturmak i¢in  5,10-
metilentetrahidrofolat rediiktaz tarafindan kullanilmasina ragmen DNA’nin timidin ve
pirin sentezinde metilentetrahidrofolat dehidrogenaz ve Timidilat Sentaz igin’ de
gereklidir. Bu nedenle 5-10 metilentetrahidrofolat bu ¢ 6nemli kavsak icin dallanma
noktasidir (59,61).

2.8.4. Homosistein Remetilasyon Dongusu
Homosistein iki 6nemli yolakta yer almaktadir ve bazi enzimler tarafindan regile

edilmektedir. De novo metionin biyosentezi, sistationin beta sentaz (stimule edici) ve
5,10-MTHFR (inhibe edici) arasinda S-adenosilmetionin (SAM) tarafindan diizenlenen
transsulfiurasyon (sistationine) yolagidir. Homosistein remetilasyon dongusunde, 5,10-
metilentetrahidrofolat 5,10-MTHFR aracilig: ile 5-metiltetrahidrofolata indirgenmektedir.
Bu reaksiyon 5-metiltetrahidrofolat olusturma yetenegindeki tek reaksiyondur ve geriye
donustmsuzdir. B12’ye baglhh metionin sentaz daha sonra homosisteini metionine
dondstirar (5-metiltetrahidrofolat: kullanan ve tetrahidrofolat olusturan bir proses). Bu
son asama Metionin sentazi aktive eden metionin sentaz reduktaz enzimini
gerektirmektedir. Bu enzim son zamanlarda kesfedilmistir. Homosisteinin metionine
dontstima icin betain kullanim: homosistein metiltransferazi (B12’den bagimsiz betain
enzimi) kapsamaktadir. De novo sentez edilen metionin ATP ve metil vericisi SAM
(adrenalin, fosfotidil kolin ve karnitin gibi baz1 6nemli biyomolekdllerin metillenmesinde
metil vericisidir) icin gerekli olan metionin adenosil transferaz tarafindan aktive edilebilir.
Bu proses siresince SAM, yeni bir remetilasyon dongulsinin yeniden baslamas: igin
homosisteine hidrolize olan S-adenosilhomosisteine (SAH) donusturilmektedir. Bu
omurgalilarda homosistein dretimi icin tek yoldur. Homosisteinin transulfurasyonu,
sistationin betasentaz tarafindan katalizlenen, sistationin olusturmak igin serinle
yogunlastiritimasini gerektirmektedir. Sistationin, B6’ya bagli gama sistationaz tarafindan
sistein ve alfa ketobutirata hidrolize edilir. Remetilasyon ve transilfiirasyon yollarinin
metabolik diizenlenmesi, homosistein kullanimini koordine eden SAM’in etkisi altindadr.
SAM, sistationin beta sentazi aktive ederken, 5,10-MTHFR’yi inhibe etmektedir. Bu
nedenle, SAM seviyesi dustugiinde, sistationin olusumu azaltilirken 5-metiltetrahidrofolat

olusumu sinirlandirilamaz. Bu durumda homosistein metionin dretimi icin muhafaza
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edilmektedir. Tersine, yiuksek SAM seviyesi, sistationin betasentazin aktivasyonundan
dolayr homosisteinin  sulfurasyonunu arttirmaktadir  (59,62,63,64,65,66,67,68,69).
Insanlarda metil gruplar: kullanimz, besinle kazandiklari metioninden fazladir. Bu eksiklik
5-metiltetrahidrofolat ve betainden telafi edilmektedir. SAM’in olusumunda aktif metil
guruplarr icin devamli olan gereksinim kreatin olusumu ile sonuclanmaktadir (52).

Kisaca, folat baslangigta 5-metiltetrahidrofolata donlismekte, B12 vitaminine baglh
metionin sentetazin katalize ettigi bir reaksiyon yoluyla homosistein ile birlesmekte ve L-
metionin ortaya ¢cikmaktadir. Metioninin olusumu bu yolla ve bir miktar diyetle alim
seklindedir. Metionin, metionin adenozin transferaz enzimi araciligi ile ATP ile birlesir ve
S-adenozil metionin (SAM) ortaya ¢ikar. SAM ise merkezi sinir sisteminde gerceklesen
35 kadar transmetilasyon reaksiyonundan sorumludur. (folat metabolizmasi). Folatlar ilk
kez 1940’larda sentezlenmis, baslangicta tum islevlerinin hemopoetik alanda oldugu
dustnilmustir. Oysa bugin bu vitaminin dogum kusurlarini 6nledigi ve kardiyovaskuler
alandaki etkileri bilinmektedir (70,71).

2.8.5. Folat ve Embriyonik Gelisim
Gebelikten 6nce ve gebelik suresince folat alimi, dogum kusurlarinin olusmasina

veya yeniden meydana gelmesine karst koruyucu olabilmektedir. Ek olarak son yillarda
homosistein, koroner arteri ve trombotik hastaliklar igcin bagimsiz bir risk faktéri olarak
gosterilmektedir. Folat, toplam plasma homosistein (tHcy) dizeyinin dislrilmesi igin
etkili bir yoldur (72,73).

Gebelik, folat katabolizmasinin artisi ve serum ve eritrosit folat diizeylerinin
azahs ile iliskilidir. Insanlarda, dogum agirligi ve boy uzunlugu maternal ve neonatal
folat dizeyleri ile iligkilendirilmistir. Folat yetersizligi kobalamin yetersizligi kadar NTD
(Noral Tup Defekti) icin bir risk faktor olarak sunulmaktadir. Hiperhomosisteinemi folat
ya da kobalamin yetersizligi ile meydana gelebilir ve NTD igin bir risk faktortdir. Fetal
gelisim boyunca folata bagli enzimlerin aktivitesindeki degisiklikler Metilen
tetrahidrofolat artisin1 ve fetusta homosistein hassasiyetindeki artisi desteklemektedir.
Folat yetersizliginin teratojenik etkileri, DNA sentezinde degisiklik, sitogenetik hasar ya
da DNA metilasyonunda anormalliklere onculiik eden folata bagli enzimlerin azalan
aktivitesi ile ortaya gikabilir (74) .

Folatlar, histidin, metionin, homosistein, serin ve glisin amino asitlerinin

metabolizmas: icin gerekli tek karbon birimlerinin transferi ve plrin ve pirimidinlerin
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sentezini igeren biyokimyasal reaksiyonlarin ¢ogunda yer almaktadir. Folat, esensiyal
amino asit olan metionin metabolizmasinda ciddi 6neme sahiptir. Adenosilmetionin, DNA
metilasyonu ve norotransmitter Uretimini iceren biyolojik metilasyon reaksiyonlarinda
baslica metil vericisidir. DNA metilasyonu, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde ve
gelisme suresince hiicrelerin farklilasmasinda rol oynamaktadir. Homosisteinin metionine
remetilasyonu, metionin sentaz enzimi aracihig: ile katalizlenmektedir ve bu reaksiyon
metiltetrahidrofolattan metil gurubunun bulunabilirligine baghdir. Homosisteinin
metionine remetilasyonu icin gerekli metiltetrahidrofolattan meydana gelen MTHFR’ nin
aktivitesi fetal gelisim siresince yuksektir fakat dogumdan énce azalir. Metionin sentaz
aktivitesinin, ikinci trimesterdeki karaciger ve bobreklerde arttig: bildirilmistir (74).

2.8.6. Folat Yetersizliginin Teratojenik Etkisi
Folat eksikliginin teratojenik etkisi icin mumkin mekanizmalardan biri, DNA

sentezinde degisiklik yapmak icin oncllik eden folata baglh enzimlerin aktivitesinde
azalmadir. DNA biyosentezi dihidrofolat Gretir. Bu da katabolize olabilen bir folat
tirudir. Gebelikte folat katabolizmasinin pik yaptigi donem hipertrofik blyumeye gecisin
oldugu donemdir. Folatlar ve antifolatlar doz ve zamanla iligkili farkli etkilere sahip
olabilirler. Kromozomal frajil bolgelerin varhig: insanlarda yaygindir. Bircok durumda
herhangibir fenotipik anomali ile iliskili olmamasina ragmen belli frajil bdlgelerin
meydana gelmesi diyetle alinan folatin yetersizligi ile meydana gelen karsinogenezis ile
iliskilidir.

Remetilasyon yolunda, metiltetrahidrofolattan metil gurubu homosisteine transfer
olur ve daha sonra metionin adenosil metionine aktive edilir. Besinsel metiyonin verme bu
onemli  metil vericisinin  Uretiminde artisa yol acar. Fare embriyolarinda,
adenozinhomosistein hidrolaz enzimi igin kodlanan gendeki mutasyon embriyonik
olumlere onculik etmektedir. Bu mutasyonun metilasyon reaksiyonlarini inhibe eden

hlcresel adenosilhomosistein diizeylerini arttiracagini diistindiirmektedir.

2.9. Homosistein Metabolizmasi
Homosistein (Hcy) ilk olarak 1932 yilinda Butz ve Du Vigneaud tarafindan

tanimlanan sulfur iceren bir aminoasittir. Hcy metabolizmasindaki bazi enzim defektleri
sonucu ciddi bicimde artmis hcy seviyeleri ile seyreden ve homosistinuri denilen

hastalik ortaya ¢ikmaktadir. Methioninin son Griint olan homosistein metabolizmasinda
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genetik ya da edinsel bozukluklar sonrasinda ortaya ¢ikan hiperhomosisteinemide ise
inme, VTE (vendz tromboembolizm), koroner ve periferik arter hastaliklari igin
bagimsiz bir risk faktori olarak kabul edilmektedir. Ilk olarak 1969 yilinda Mc Kully ve
arkadaslar1 ile baslayan pek cok calismada yiksek Hcy duzeylerinin kardiyovaskiler
hastaliklar igin gucli bir risk faktori oldugu gosterilmistir. Serbest stlfhidril grubu
tasiyan bir aminoasit olan hcy diyetle alinmaz, proteinlerin yapisina katilmaz ve sadece
metiyonin metabolizmasinin bir ara Urinu olarak vicutta olusturulur. Hcy’nin
metilasyonla  metyonin’e  dondstirulmesi  B12, transsilfurasyonla  sisteine
donlsturilmesi ise B6 vitaminine bagimli enzimatik reaksiyonlardir. Normal kosullarda
hcy Gretimi ve metabolizmas: arasinda siki bir denge mevcuttur. Plazma homosistein
duzeyi, populasyonlar arasinda farklihik g0Ostermesine ragmen, normal plazma
homosistein diizeyi 5-15 mmol/L olarak kabul edilmektedir. Homosistein dizeyi;
metobolizmadaki genetik bozukluklar (enzim defektleri gibi), kronik hastaliklar,
vitamin ve beslenme eksiklikleri, kisissel 6zellikler (yas, cinsiyet vb.) ve bazi ilaglardan
etkilenmektedir. Ozellikle; homosistein diizeyi yasla birlikte artis gostermekte olup,
erkeklerde bayanlara gore daha yuksektir. Artmis plazma homosistein dizeyi
hiperhomosisteinemiye ve dolayisiyla homosisteiniiriye neden olmaktadir. Artan
plazma homosistein dizeyi, arteriyal ve vendz trombozis, inme, miyokardiyal infarkt ve
kronik renal yetersizlik gibi birgok hastaliklar igin 6nemli risk faktoriidir. Artan
homosistein duzeyi, folik asit alinimi ile normal seviyelere cekilebilir. Bu nedenle
bircok hastalik icin risk faktori olan plazma homosisteinindeki artisin nedeninin
arastiriimas: ve diyetle normal duzeylere ¢ekilmesi saglik acisindan 6nem tasimaktadir
(75).

2.9.1. Homosistein ve Embriyonik Gelisim
Folat eksikliginden kaynaklanan homosisteinin birikimi plazmada artan

homosistein duzeyleri ile sonuglanmaktadir. Artmis intraseliiler ve extraselller degerler
sitotoksik olmak icin uygun degerlerdir. Homosisteinin yliksek konsantrasyonlar: in vitro
uretilen fare embriyolar: icin embriyotoksiktir. Fetal kayiplarda artis sistatiyonin beta
sentaz eksikliginden dolayr homosisteinuria’li bayanlarda rapor edilmistir. Maternal
plazmada homosistein diizeyinin artmasi NTD, tekrarlayan spontan distkler ve plasental

bozukluklar icin risk faktoru olarak ileri strilmustur. Folikiler sivida ve amniyon
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sivisinda homosistein dizeyleri plazmadaki ile 6nemli iliski icerisindedir. Ntd’li yavruya

sahip annelerin amniyotik sivisinda homosistein diizeyinin arttigi gorulmistar (74).

2.10. MTHFR Aktivitesi
Folat, bir ¢cok yiyecekte dogal olarak olusan temel B vitaminidir. Memeliler folati

sentezleyemezler. Yetersiz folat alimi noral tip defektleri, down sendromu,
kardiyovaskdler hastaliklar, alzheimer ve cesitli kanserlerin artan riskleri ile ilgilidir.
Folat, dUMP’den dTMP sentezi icin gerekmektedir. (dUMP, metionin ve SAM (retimi
icin gereklidir, SAM ise frajil bolgeler ve sentromer gibi spesifik bolgelerde kromozomal
fragiliteyi engeller ve DNA metilasyonu icin birincil metil vericisidir. ) Folat eksikliginin,
SAM ve dTMP sentezini azaltma, CpG hipometilasyonu ve DNA’da fazla urasil
birlestirme gibi etkileri vardir. Fazla urasil birlesmesi nokta mutasyonu olusumuna ve
kromozom kiriklarina yol acgabilir. Ek olarak azalmis dTMP sentezi, timor gelisiminde
fonksiyonu oldugu varsayilan folata hassas frajil bolgelerin ekspresyonu ile iliskilidir.
Sentromerik DNA’nin hipometilasyonu, 1, 9 ve 16. kromozomlar gibi spesifik kromozom
kiriklarinin yanisira kromozom kayiplar: ile sonuglanir. Son zamanlarda, folik asit ya da
5-metiltetrahidrofolat eksikliginin kultire alinmis insan lenfositlerinde 17 ve 21.
kromozomlarin andploidi oranini arttirabildigi gosterilmistir (76).

Folat dongusu iki temel fizyolojik asama icermektedir, 1) DNA sentezi ve tamiri
icin purin ve pirimidinlerin sentezi, 2) metionin dongusuyle iliskili metilasyon. Bu iki yol
iki temel reaksiyon vasitasiyla etkili bir sekilde dengelenmektedir. Bunlardan birincisi,
metilasyon asamalar: igin en 6nemli metil vericisi olan S-adenozilmetionin (SAM)
olusturmak igin homosisteinin re-metilasyonudur (6zellikle embriyonik gelisimin
baslangi¢ periyotlar1 boyunca 6nemlidir). Metil grubunun transferinden sonra SAM,
DNA metilasyonu icin gerekli metiltransferazin inhibitori S-adenozilhomosisteine
donusmektedir (SAH). SAH, SAH hidrolaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda
donustirilen homosistein  kaynagidir.  Ikinci reaksiyon, dénglden homosisteini
uzaklastiran sistatiyon beta sentaz (CBS) araciligi ile sistein ve glutatyon dreten trans-
sulfurasyon yoludur.

Bu iki yolun (re-metilasyon ve trans-sulfuration) metabolik dizenlenmesi
homosisteinin nasil kullanilacagini koordine eden SAM’in etkisi altindadir. Aslinda SAM,
CBS’yi aktive ederken 5,10-MTHFR’yi inhibe etmektedir. Bu nedenle SAM seviyesi
azaldiginda 5-metil tetrahidrofolat (5-CHs-THF) olusumu sinirsizdir. SAM seviyesi
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anormal degisimler gosterdiginde MTHFR’nin fonksiyonel yonunu etkileyebilir. Yiksek
SAM, 5-10 MTHFR inhibisyonu araciligi ile CBS’nin aktivasyonu ile homosisteinin
trans-sulfurasyonunu arttirir. SAM’in bu fonksiyonel regilasyonu MTHFR enziminin
yapist ile iliskilidir (77).
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TMP: Timidilat monofosfat,
DHF: Dihidrofolat,

THF: Tetrahidrofolat,

CBS: Sistatiyon beta sentaz

Folatin birinci fonksiyonu, hem guanin, adenin, timin sentezi i¢in hem de DNA
metilasyonunu da iceren temel metilasyon reaksiyonlarina SAM ve metionin sentezi igin
bir karbon saglamaktir. Folat eksikligi DNA hipometilasyonu ve anormal gen
ekspresyonu gibi durumlarla sonuclanir. Ylksek homosistein seviyesi kusurlu folat
metabolizmasina isaret etmektedir. Homosistein sulflr iceren bir aminoasittir ve metionin
dongustinde orta diizeyde bir kilit noktasidir. Bu dongu tlim yasam icin zorunlu olan DNA
metilasyonunu igeren transmetilasyon reaksiyonlarinin tim cesitleri igin metil gruplar
olusturmaktadir. Tek karbon metabolik dongust coklu enzim etkilesimleri tarafindan

dizenlenmektedir. En 6nemli enzimler;
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Metilen tetrahidrofolat rediktaz (MTHFR): 5,10-metilenTHF ‘yi, homosisteinin
metionine remetilasyonu igin metil vericisi olan 5-metilTHF’ye dontsimuni
katalizler,

Metionin sentaz (MS): homosisteinin metionine remetilasyonunu katalizler,
Metionin SAM olusturmak icin ATP ile reaksiyona girer. SAM, en 6nemli metil
vericisidir ve CBS (sistatiyon beta sentaz)’ in stimilasyonu ve 5,10-MTHFR’nin
inhibisyonu ile kendi sentezini duzenler.

Metionin sentaz rediiktaz, metionin sentaz enzim kompleksinde kobalamin

aktivasyonu igin gereklidir (78).

Metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) folat metabolizmasinda anahtar bir
enzimdir. MTHFR, 1998 yilinda klonlanmis olup 102 bp’den 432 bp’ye degisen
uzunluklarda 11 ekzondan olusmaktadir. MTHFR geni birinci kromozom (1p36.3)
uzerinde yer almaktadir. Folik asit ve MTHFR kompleks biyokimyasal yollar
icermektedir. Normal MTHFR aktivitesi metionin ve folat donglsinin devamina
yardimct  olabilir ve homosistein  olusumunu onler (79,80). MTHFR, 5,10
metilentetrahidrofolatin (CH2-THF) , homosisteinin metionine remetilasyonu igin elzem
olan 5-metiltetrahidrofolata (CH3-THF) indirgenmesi icin gerekli bir enzimdir (81). 5-
metiltetrahidrofolat DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi igcin metil grubu saglar. Bu
nedenle MTHFR, nukleik asit sentezinde ve metilasyon reaksiyonlari arasinda bir
karbonun dagiliminin diizenlenmesinde anahtar enzimdir (82). Bu enzimatik varyantlar,
S-adenosilmetionin/S-adenozilhomosistein degerinde ve; serumda ylksek homosistein
oranlari ve S-adenosilmetionin sentezindeki degisikliklerle maternal hipometilasyon
durumunu yansitan metabolik yollara yardimci olacak potansiyele sahiptir (83). 5-
metiltetrahidrofolat, s-adenosil metionin i¢in metionin aktivasyonunu saglar. Bu aymi
metil gurubu DNA’y1 da iceren ¢ok cesitli bilesenlerde metilat olarak kullanilabilir.
Alternatif olarak 5,10-metilentetrahidrofolatin tek karbon birimi DNA ve/veya RNA
sentezi i¢inde kullanilabilir. MTHFR, folat dagilimini, homosistein metabolizmasini ve S-
adenosilmetionin vasitasiyla metilasyonu etkiledigi i¢cin MTHFR’ de genetik kusurlar
hastalik riskini negatif ve pozitif olarak ayarlama potansiyeline sahiptir (84).

MTHFR, dTMP sentezi ve metilasyonun devam etmesi icin folatin

biyoyararliligin1 etkileyen folat metionin yolunda 6nemli bir enzimdir. MTHFR, 5,10
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metilentetrahidrofolatin homosisteinin metionine remetilasyonunda metil vericisi olarak

davranan 5-metiltetrahidrofolata indirgenmesini katalizler (80).
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Sekil 4. Tek karbon ve transsulfiirasyon Metabolizmasi: Baz1 cahismalarda Down sendromlu ¢ocuk
dogma insidansini etkiledigi belirtilen enzimler koyu ve sar1 renkte gésterilmistir. Kirmizi
renkte olan enzimler, 21. kromozomda kodlanan genlerdir. Yesil renkte gosterilen
bilesenler hiicre yasam, replikasyon ve fonksiyonunda kritik role sahip olan metilasyon
reaksiyonlarimin Urdnleridir. Soru isareti (?) ile gosterilenler o reaksiyonda 6nemi net
olarak bilinmeyenlerdir. Kisaltmalar; MTHFR: Metilen tetrahidrofolat rediktaz; MTR:
Metiyonin sentaz; MTRR: Metiyonin sentaz rediiktaz; FH, : Dihidrofolat; FH; :
Tetrahidrofolat; glun: Poliglutamatlar; TMP: Timidin monofosfat; dUMP: deoksiuridin
monofosfat;  figlu:  formiminoglutamat; GAR: Fosforibozilglisinamid; FGAR:
Fosforibozilformilglisinamid; AICAR: Fosforibozilamino imidazol karboksamid;
FAICAR: Fosforibozilformilamino imidazol karboksamid; NAMT1: putatif N6-DNA metil
transferaz; RFC: indirgenmis folat tasiyicisi; GART: Fosforibozilglisinamidtransformilaz;
PRMT2: Protein arjinin N-metil transferaz 3-like; CBS: Sistation beta sentaz; FTCD:
Formimino tetrahidrofolatsiklodeaminaz (19).

2.11. MTHFR Yaps1 ve Fonksiyonu
MTHFR enzimi, flavinadenozindinukleotide (FAD) herbiri nonkovalent bagh

dimerler tarafindan olusturulan bir flavoproteindir (riboflavlavinli bir nukleik asit tlirevini
iceren proteinlerdir). Flavin adenin diniikleotid (FAD) ve flavin mononukleotid (FMN)
olmak tzere iki gesidi mevcuttur. Herbir monomer FAD kofaktoriine baglanan N-terminal
katalitik domain ve hilicrede metionin dizeylerine cevaben allosterik SAM inhibitor

duzenleyici enzim aktivitesini sinirlandiran C-terminal domain icermektedir. Herbir
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monomerde katalitik domain 677. pozisyonda, dizenleyici domain 1298. Pozisyonda
yeralmaktadir (77).

MTHFR enzimatik aktivitesi, farkli yollarda etkili olabilmektedir. Gen sekansinda
polimorfizmler ya kofaktori FAD’in ya da substrati icin enzim afinitesini degistirebilir.
Metionin ya da SAM’in yuksek konsantrasyonlart MTHFR aktivitesi icin inhibitordur ve
sonunda FAD kofaktorunin yetersiz konsantrasyonu enzimatik aktiviteyi azaltmaya yol
acabilir. MTHFR aktivitesinin azaldigit durumlarda, 5-10-metilentetrahidrofolat
konsantrasyonu artmakta, 5-metiltetrahidrofolat konsantrasyonu dismektedir. Bu degisim
dengede iken urasil birlesimini azaltarak kromozom kiriklarinin sayisinda meydana gelen
bir azalma CpG adaciklarinda metilasyonu arttirarak dTTP sentezini desteklemektedir.
Azalan MTHFR aktivitesi sonucunda 5-metil THF dlzeyi azalmakta, 5,10- metilen THF
miktar1 ile plazma homosistein dlzeyi artmaktadir. MTHFR enzimi, plazma total
homosistein (tHcy) konsantrasyonunda artis ve Kkardiovaskiler risk artisi ile iligkili
termolabil enzim varyanti olarak Kang ve ark. tarafindan ortaya ¢ikarilmistir. tHcy
konsantrasyonlar1 bazi hastaliklarda artmaktadir. Folatlar, kobalamin, B6 ve riboflavin
gibi B vitaminlerin alimi, yasam tarzi, fizyolojik ve genetik faktorler ile tHcy

konsantrasyonu belirlenmektedir (85).

2.12. MTHFR Polimorfizmleri
MTHFR geninde bir¢cok polimorfizm literattirde bildirilmistir. Diger taraftan,

populasyon dinamikleri ve hastaliklarla iliskili olarak birkac tanesi ¢alisilmistir.

MTHFR C677T polimorfizmi: 4. ekzon 677. Pozisyonda sitozinin timine transisyonudur.
Enzim aktivitesinde azalma ve alaninin valin yerine ge¢cmesi ile sonuclanmaktadir. Bu
C677T transisyonu, 37°C de enzim aktivitesini azaltarak termolabiliteye sebep olan bir
mutasyondur. Normal CC genotipi ile karsilagtirldiginda CT heterozigot ve TT
homozigot enzim aktivitesi sirasi ile %35 ve %70 azalmaktadir. T alleli igin
homozigotluk, Hcy seviyesini orta derecede yukselten azalmis enzim aktivitesi ile
iligkilidir (80).

MTHFR A1298C polimorfizmi: 7.ekzon 1298. Pozisyonda adeninin sitozine
transisyonudur. Glutamatin alanine degisimi ile sonuglanir. Bu mutasyon mboll tanima
bolgesinde degisiklik yapar ve %33 allel frekansina sahiptir. Enzim aktivitesi azalir fakat

C677T allelindeki azalma ile ayni Ol¢ude degildir. A1298C nin ne homozigot ne de
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heterozigot durumu, ylksek homosistein konsantrasyonuna ya da C677T homozigot
durumu igin belirgin olan dustk folat konsantrasyonuna etki etmektedir. Ayrica, azalan
MTHFR aktivitesi ile iliskili olarak, down sendromlu cocuklarin annelerinin ytksek
frekansta MTHFR C677T (Ala222Val) ve A1298C (Glu429Ala)’nin heterozigot
polimorfizmine sahip oldugu belirtilmistir (80).

Folat, MTHFR genotipi ve onun kofakt6ri riboflavin arasindaki iliski karmasiktir.
1-Folat konsantrasyonu arttiginda, kirilma-flizyon ve anoploididen kaynaklanan genomik
instabilite azalir. 2-Yliksek MTHFR aktivitesinde genom hipometilasyonu ve anéploidi
azalir. 3- Kirilma-fiizyon dongusu riski yiiksek riboflavin ve dusiik folat durumlarinda
artmaktadir. 4-Genom hipometilasyonu ve andploidi riski disuk riboflavin ve disiuk folat
durumlarinda artmaktadir. Bu karmasik iliski MTHFR C677T (rs1801133)
polimorfizminin 6nemli klinik sonuglar icin nasil bir risk oldugunu agiklayabilmektedir.
Kirilma-fuzyon donguleri ve kromozom kiriklarinin 6nlenmesi, 16semi ve lenfoma gibi

durumlar ile iligkili olabilen DNA’da urasil inkorporasyonu araciligi ile gergeklesir (80).

2.13. MTHFR Polimorfizmlerinin Baz1 Hastaliklarla iliskisi
DusUk folat aliminin artan kanser riski ile iliskili oldugu gosterilmistir. MTHFR ve

kanser arasindaki iliski farkli kanserlerde arastirilmistir. C677T homozigotlugu
endometrial kanser riskini 2.8 kat arttirmistir. Oysaki ovaryum timorll hastalarda
MTHFR geninde delesyonlar gozlenmistir.  Tersine, farkli calismalar TT
homozigotlarinda kolorektal kanser riskini 1.2-3 kat, akut 16semi riskini 4.3 kat azalttigin:
gostermistir. Fakat, koruyucu etkisi folat: yetersiz olan bireylerde kaybolabilmektedir.
Bazi caligmalar A1298C (rs1801131) polimorfizmi ve kolorektal kanser riski arasinda
iliski  oldugunu belirtmistir. Butln calismalarda, CC bireylerinde AA ile
karsilastirildiginda indirgenmis bir riske sahip oldugu gézlenmistir (80).

Yapilan calismalarda 677T homozigotlarina sahip bireylerde diger MTHFR
genotipleri ile karsilastirildiginda koroner kalp hastaligi i¢in %19 daha yiksek riske sahip
oldugu belirtilmistir. MTHFR genotiplerinde 72 ¢alismayi askin bir meta analiz, MTHFR
mutasyonlu insanlarda kalp hastaliklari, trombosis ya da akciger damarlarinda tikanikhga
sahip olma riskini arttirmakta oldugunu goéstermistir (79). Diger taraftan 60 koroner
ateroskleroz hastasi ile yapilan baska bir calismada MTHFR 677 C-T ve 1298 A-C
polimorfizmlerinin koroner arter hastaliklarinin gelisiminde ve tikali damar olusumunda

etkisinin olmadig ileri sturtlmustir (86).
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Tek karbon folat metabolizmasinin anahtar molekillerinden folik asit ve
homosistein gebeligin devami icin 6nemlidir. Folat, DNA sentezi ve hiicre bélinmesi icin
gereklidir ve tek karbon metabolizma yolaginda metabolize olmaktadir. Bu nedenle
plasenta gibi hizli blyiyen doku igin folat gerekli bir faktordir. Plasenta anneden bebege
nutrientlerin transferi igin bir kanal olarak gorev yapmaktadir. Folat bazi aminoaistlerin
metabolizmas: igin substrat olarak davranir, transmetilasyon ve transsulfurasyon
yollarinda yer almaktadir. Hiperhomosistenemia, noéral tip defektleri, plasental
bozukluklar ya da preeklemsi gibi gebelikle iliskili hastaliklar icin risk faktort olarak
gorilmektedir. Hiperhomosistenimia, folik asit, vitaminler ve diger besleyicilerin yetersiz
alimindan dolay: artmaktadir ya da tek karbon folat metabolizmasinda yer alan enzimlerin
etkinligindeki degisiklikten kaynaklanmaktadir. MTHFR, genom stabilitesi, imprinting,
ekspresyon ve kanda homosistein degerini yeterli olarak devam ettirmeyi etkileyen bir
dizi fizyolojik prosesin yer aldig: folat ve homosistein metabolik yollarinda énemli bir
enzimdir. homosistein/folat yoluyla liskili hastaliklari arastirmak icin énemli bir aday
enzim olan metilentetrahidrofolati kodlar (87).

MTHFR’nin  gebelikteki O0nemine bakildiginda, bu gendeki nikleotid
varyasyonlarinin gebelerde sonucu etkileyebildigi distnilmektedir. Rohini ve ark.,
yaptiklar: arastirmada, A1298C, C alleli ve homozigot genotiplerin tekrarlayan gebelik
kayip riskini onemli Olglide arttirdigint saptamiglardir. Benzer sekilde A1298C
polimorfizmi icin yapilan meta analizde tekrarlayan gebelik kayiplarinda ve spontan abort
embriyolarinda AC ve CC genotip tasiyiciliginin 6nemli oranda arttig: gosterilmistir (87).

Down sendromu ya da trisomi 21, 21. kromozomda yer alan genlerin 3 kopyasinin
ekspresyonuna bagli en sik gorilen genetik hastaliktir. Bu durum, olgularin yaklasik
%90’inda  mayoz slresince maternal  nondisjunctiondan  kaynaklanmaktadir.
Nondisjunction gebelikten 6nce oosit maturasyonunda l.mayoz siliresince meydana gelir.
Mayotik nondisjunction hentiz aydinlatilamamistir. Kromozomal nondisjunction ve folat
metabolizmas: arasindaki iliski son yillarda ilgi ¢gekmeye baslamistir. Folat, bélinme ve
diger asamalarda epigenetik dizenleyici olan hicresel metilasyon reaksiyonlarindaki
gorevinden dolayi, hicre bolinmesi boyunca genetik materyal dagilimi asamalarinda
onemli bir role sahiptir.

Kronik folat ve metil eksikligi; anormal DNA metilasyonu, DNA kiriklart ve

kromozom ayrilmasinda kusurlarla sonuclanmaktadir. Klinik ve deneysel calismalar,
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genomik DNA hipometilasyonunun kromozomal degisme ve anormal segregasyonla
iligkili oldugunu gostermektedir. Bir dizi genetik ve beslenme gibi cevresel faktorler,
anoploidizasyonda interaktif bir rol saglarlar. Down sendromu ayni zamanda anormal
homosistein metabolizmasi ile de baglantihdir. DS’ da mayotik nondisjunction altinda
yatan hicresel ve molekiler mekanizmalar bilinmemektedir. Anne yas1, DS riski ile inkar
edilemez iligkili olan tek faktordir. Yakin zamanlarda, DNA metilasyonundaki bir kusur
mayotik ayrilamamanin potansiyel bir nedeni olarak belirtilmektedir. Bu hipoteze gore
sentromerlerin hipometilasyonu, kinetokor ve mikrotubullerin formasyonunda anomalilere
yol agmaktadir. Sentromerik hipometilasyon icin gerekli genetik faktorler arasinda SAM’
in diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan MTRR ve MTHFR dir (83).

MTHFR, metiyonin sentaz reaksiyonunu desteklemek icin, folat ve B12 * ye
ihtiya¢ duydugundan, MTHFR polimorfizminin metabolik etkisi folat ve B12 nin dustk
seviyelerinde daha da artmaktadr.

Son doénemlerde bazi ¢alismalar MTHFR 677 C/T polimorfizmi ve asir sigara
tiketimini DS ic¢in maternal risk faktort olarak gérmektedir. Distik folat seviyesi de bu

potansiyel risk faktorlerinin her biri ile iliskilidir.

2.14. MTHFR-Cevre etkilesimleri
Bazi calismalarda, beslenme durumu ve C677T polimorfizmi arasinda iliski klinik

sonuglar icin arastirilmistir. Bazilarinda noral tup defektleri ile iliskili C677T, TT
homozigotlugunun beslenme durumuna bagli olabilecegini gostermistir. Hucrelerde folat
degeri dustuginde spina bifida icin riskin 13 kat arttigi bildirilmistir. Maternal
multivitamin kullanimi TT homozigotlar1 ve heterozigotlarda spina bifida igin riski
azaltmaktadir. Kolorektal kanser icin yapilan arastirmalar yuksek folat ya da metionin
aliminin C677T, TT homozigotlugu ile ters iliskili oldugunu gostermistir. Diyette metil
destegi ylksek oldugunda, TT bireylerde kolarektal kanser icin risk azalabilir. Benzer
sekilde, fazla miktarda alkol tiketen TT homozigotlar:, T alleline sahip olmayan ancak
benzer miktarda alkol tliketenlerden daha fazla riske sahiptir. 5-metiltetrahidrofolat alkol

tiketimiyle azaldiginda, TT bireyler bu durumu daha az oranda dengeleyebilirler (80).

2.15. MTHFR -Diger gen etkilesimleri
Transcobalamin, cistationin beta sentaz, metionin sentaz rediktaz ve metionin

sentaz’in MTHFR alleleri ile kombinasyonlar: arastirilmistir. MTHFR ve transkobalamin
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genlerindeki polimorfizmler, spontan abortlar icin riski arttirabilen homosistein
metabolizmasin1  etkilemektedir. C677T ve Sistationin beta sentaz 844ins68
polimorfizmlerine sahip bireylerde spina bifida riskinin arttirdigi gosterilmistir. Metionin
sentaz reduktaz (A66G) ve MTHFR C677T polimorfizmleri icin homozigot olan
bireylerde spina bifida icin riskin arttigi gosterilmistir. MTHFR C677T, T alleli ile
metionin sentaz A2756G, G alleli birlikte bulundugunda kolorektal kanser riskini azalttig
ve korunmada belli derecelerde etkili olabilecegi ifade edilmistir (80).

Ozet olarak;

Vicuttaki homosistein, transsilfiirasyon veya remetilasyon yollarindan birini
kullanarak metabolize olmaktadir. Remetilasyon yolunda, 5,10- metilentetrahidrofolat
MTHFR aracilig1 ile 5-metiltetrahidrofolata donlismektedir. 5-metiltetrahidrofolatin bir
metil gurubu metioninsentaz araciligi ile homosisteine aktarilarak metionin
olusturulmakta ve tetrahidrofolat meydana gelmektedir. Tetrahidrofolat yeniden 5-10
metilentetrahidrofolata donlismektedir. Dolayisiyla, homosistein metabolizmasindaki bir

yolun bozulmasi diger metabolik yollarinda bozulmasina sebep olmaktadir (88).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Arag ve Gerecler
Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar, teknik malzemeler ve

temin edildikleri firmalar asagida belirtilmistir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
Tag DNA polimeraz enzimi (BioLabs)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tamponu (BiolLabs)
Primerler

dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Sigma)
Restriksiyon enzimleri Hinf | ve FnU4HI (BioLabs)
Homosistein Kiti (SunRed Human (HCY) Elisa Kit)
Folik Asit Kiti (Beckman Coulter BX1800Kemilliminisans Test Kitleri)
Etidiyum bromid (Sigma)

Agaroz (Sigma)

Tris-baz (Sigma)

Borik asit (Sigma)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
Sodyum klorir (NaCl) (Merck)

Bromfenol mavisi (Merck)

Magnezyum Klor(r

Tris-HCI

TritonX100 (Sigma)

Stikroz (Merck)

Proteinaz-K (Sigma)

Sodyum dodesil silfat (SDS) (Sigma)

Etil alkol (Merck)

Distile ve bidistile su

w W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W

3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
§ Sogutmal santrifilj (Universal 16R)

8 Mikrosantrifilj (Techne force 16)
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Su banyolar: (Grant)

Hassas Terazi (Sartorius)

Terazi (Shimadzu 321-33557)

pH metre (Inolab)

UV jel goriintileme sistemi (UVI tec)
Otomatik pipetler (Gilson, Brand)
Vorteks (Nive NM 110)

Etlv (Dedeoglu)

Elektroforez gli¢c kaynagi (EC3000-90)
Yatay elektroforez sistemi (Biogen)
Dikey elektroforez sistemi (Biolab)

PZR cihazi (Thermal cycler Ependorf Mastercycler)
Nanodrop (IMPLEN) (Spektrofotometre)
Buzdolab: (Argelik)

Derin Dondurucu (Siemens, Bosch)
Otoklav (Trans)

w W W W W W W W W W W W W W W W

3.2 Kan Orneklerinin Saglanmasi
Calisma gruplart Down Sendromu tamist almis gocuklarin annelerinden ve

herhangi bir hastalik tanis1 almamis normal ¢ocuk sahibi annelerden olusturuldu. Down
sendromu ya da herhangi bir sendrom slphesiyle kiretaj ge¢cmisi bulunan anneler
kontrol grubuna dahil edilmedi. Hasta grubu (n=67) D1, D2, D3 olarak, kontrol grubu
(n=66) K1, K2, K3 olarak kodlandirildi.

Bu kisilerden DNA izolasyonu icin EDTA’ I tipe, folat-homosistein
degerlerinin tespiti igin biyokimya tuptne kan alindi. Tupler alt Ust edilerek kanlarin
pihtilasmasi 6nlendi ve EDTA’li tlplere alinan kan ornekleri DNA izolasyonunda
kullanildi. Biyokimya tiplerine alinan kan orneklerinin serumlar: ayrilarak, folat ve

homosistein degerlerinin belirlenmesinde kullanildi.

3.2.1. Hasta Rizasi
Bu calismada yer alan tiim hastalarin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurullart Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhit Formunda belirtilen kurallara uygun

olarak hazirlanmig Onam Formlarini doldurmalari saglandi.
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3.3. YOntem

3.3.1. Homosistein ve Folat Olguimii
Hasta ve kontrol gruplarindan alinmis olan kanlar 3500 devirde 4 dakika

santrifiij edildikten sonra serumlar: ayrildi. Serumlar, folat ve homosistein degerlerinin
belirlenmesi icin analiz yapilincaya kadar -20°C’ de bekletildi. Folat degerleri Beckman
Coulter BX1800 cihaz: kullanilarak kemiltiminisans test kiti ve homosistein degerleri
SunRed Human (HCY) ElisaKit kullamlarak Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi

Merkez Laboratuari’ nda olculdu.

3.3.2. Periferik Kandan DNA Eldesi
Biyolojik 0Orneklerden genomik DNA’ nin izolasyonu molekiler tam

yontemlerinin uygulanmasinda gerekli ilk adimdhr.
Periferik kandan DNA eldesi igin Miller ve arkadaslarinin gelistirdigi salting out

(tuzla ¢oktiirme) yontemi modifiye edilerek uygulandi.

1. 1,5 ml lik ependorf tlp icerisine iyice alt st edilmis kan drneginden 700 pl,
eritrosit lizis (Ek-1.1) solisyonundan da 700ul konulup dikkatlice alt Gst
edilerek 3-5 dk. oda isisinda bekletildi. 4500 rpm.de 5 dk. santriflj edildi.
Santriflj isleminden sonra stipernatant kismi atild.

2. Elde edilen pellet tizerine 700ul eritrosit lizis soliisyonu eklendi. Tlp kuvvetlice
calkalanarak pellet ¢ozdarildi. 4500 rpm.de 5 dk. santriflij edildi. Santrifiij
isleminden sonra slpernatant kismi atildi.

3. Pellet Gizerine 1000 pl (1ml) fizyolojik tampon (Ek-1.2) eklenerek ¢Ozdurildu.
4500 rpm.de 5 dk. santriftyj edildi. Santrifiij isleminden sonra stipernatant kismi
atildu.

4. Pellet Gzerine 300 ul TE-9 (Ek-1.3) tamponu ilave edilerek ¢dzdirildi. Bunun
uzerine 100 pl SDS (Ek-1.4) ile 20 pl Proteinaz-K (Ek-1.5) ilave edildi. Vorteks
Uzerinde tlp icerigi iyice karistirildi. 1-2 saat 65 °C de benmaride tutuldu. 20 dk
araliklarla tiip alt Ust edildi.

5. Inkiibasyon sonunda tiip icersine 200 pl 6M NaCl (Ek-1.6) ilave edildi. Olusan
beyaz gorunumlu yapiyr dagitmak igin tip kuvvetlice ¢alkalanip 13500 rpm.de 7
dk. santriftyj edildi.
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6. Santrifij sonunda supernatant baska bir tiipe alimip pellet atildi. Siipernatant
tekrar 13500 rpm.de 7 dk. santrifuj edildi.

7. Yine slpernatant baska bir tipe alinip pellet atildi. Tuzdan arinmis olan
stpernatantin tzerine 900 pl %2100’ luk etil alkol eklendi. Tulp iyice karistirildi.
Bu asamada DNA ipliksi yapida gorilebilmektedir.

8. Tup icerigi 13500 rpm.de 7 dk. santriftj edildi. Supernatant atildi.

9. Tipun dibine yapisan DNA’ y1 kaldirmak icin 1000 ul %70’ lik etil alkol (Ek-
1.7) eklendi. 13500 rpm.de 7 dk. santrif(ij edildi. Spernatant atildi. Bu islem bir
kez daha tekrar edildi.

10. Sipernatant dokildikten sonra tlp ters ¢evrilip DNA’ nin tlipe yapismas: ve
alkoltin u¢gmasi i¢in 15 dk. beklendi.

11. DNA’nin baytkligine gore 50-100 ul TE (Tris-EDTA) (Ek-1.8) konuldu.

12. DNaz aktivitesini ortadan kaldirmak igin 70-80 °C de benmaride 10-15 dk.
inklibasyona birakildi.

13. DNA ornekleri kullanilincaya kadar +4 °C de muhafaza edildi. Uzun sdreli

saklamak icin ise -20 °C ye alindi.

3.3.3. DNA Konsantrasyonun ve Saflik Derecesinin Olglilmesi
DNA konsantrasyonu ve saflik derecesini belirlemek icin UV (ultraviyole)

spektrofotometresi kullanilir. DNA ‘nin i¢inde bulundugu solusyon tarafindan absorbe
edilen UV miktar1, 6rnekteki DNA miktar: ile paraleldir. Absorbans genellikle 260 nm
dalga boyunda 6lculir. Bu dalga boyundaki élgtimlerde cift iplikli DNA igin absorbans
degeri 50ug/ml, tek iplikli DNA (ssDNA) igin 33 pg/ml, RNA igin ise 40 pug/ml’dir.
UV absorbansi DNA safliginin belirlenmesinde de kullanilir. 260nm’ de nukleik
asitler, 280nm “ de proteinler pik verir. Saf bir DNA 6rneginde 260 ve 280 nm’ de Ki
absorbans degeri Ageo/Az0=1.8" dir. Bu deger sahip oldugumuz DNA’nin safligim
gosterir. 1.8 den dustk degerler; fenol ve protein kontaminasyonu, 1.8’den buyuk

degerler ise RNA kontaminasyonu varligini gosterir (Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis

T Moleculer cloning. A laboratory Manuel 2" Ed. New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Cold Spring Harbor,1989.)
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3.3.4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi
PZR sonrasinda elde edilen drunlerin varligini kontrol etmek icin kolay ve hizl

hazirlanmas: sebebi ile agaroz jellerden yararlanildi. Genellikle %2 oraninda agaroz jel

hazirlandi.

Calismaya baslamadan once jel kabi iyice temizlenip kurutulduktan sonra jel
dokme kalibina vyerlestirildi. Bu kahp duzgiin bir yizeye kondu. Kuyucuk
olusturmak icin kullanilan taraklar diizgiince yerlerine yerlestirildi.

Jel dokme kabinin boyutlar: ve jelin kalinlig dikkate alinarak hesaplama yapild:.
8x9 cm boyutundaki jel kabina %2 konsantrasyonunda jel dokmek igin
erlenmayerde 1gr agaroz tartilip, 50 ml 1 x TBE solusyonu (Ek-2.1) mikrodalga
firin igcinde agaroz iyice eriyinceye kadar isitildi.

Jelin icine 3 pl stok EtBr (Etidiyum Bromdr) solisyonundan (Ek-2.2) ilave
edildi.

Agaroz cozeltisi, sicakligi 45-50 °C’ye (el yakmayacak sicakliga) gelinceye
kadar sogutuldu.

Ik agaroz c¢ozeltesi hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek jel kabina
dokuld.

Jelin oda sicakliginda yaklasik 30-45 dk. polimerize olmast igin beklendi.

Jel elektroforez tankina alindi, Gzerini 6rtecek kadar 1 x TBE tamponu ilave
edildi. Taraklar dikkatlice cekilerek, yikleme yapilacak kuyularin olusmasi ile

jel hazir hale getirildi.

3.3.5. Orneklerin Agaroz Jele Yiiklenmesi ve Y Uritilmesi
Kontrol edilmek istenen DNA o6rnekleri jel yikleme tamponu (Loading dye)

(Ek-2.3) ile birlikte ytklendi.

Jel
§

Yukleme ( veya DNA yiikleme) Tamponu
Ornegin  yogunlugunu arttrarak DNA’ min  kuyucuga diizgiin olarak
damlamasini saglar.
Ornegi renklendirerek kuyulara yiiklenme islemini basitlestirir.
Elektriksel alanda go¢ hareketinin takip edilmesini kolaylastirir. Jelin

sagindaki veya solundaki ilk kuyuya molekiler agirligi bilinen marker
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DNA’dan 5 pl yuklendi. Mikropipet ile 5 pul PZR Urtind ile 1 ul Bromfenol
mavisi iceren 6X yikleme tamponu karistirildi. Toplami 6 pl olan karisim
kuyucuklara yiklendi. 100 voltta 60 dakika elektrik akimina maruz birakilarak
yaratalda.

§ Jel UVI doc cihazinda ultraviyole 151k altinda goruntiilendi ve jel gortntdleri
diskete kaydedildi.

3.3.6. PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yodnteminin Uygulanmasi
PZR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA* daki dizisi bilinen herhangi

bir bolgenin ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglayan basit ama c¢ok basarili bir
in vitro DNA sentez yontemidir.
PZR reaksiyonunun hazirlanmasinda temel olarak sirasiyla su basamaklar

izlendi.

8 PZR mixinde kulanilacak cozelti ve DNA miktarlar: icin gerekli hesaplamalar
yapildi.

§ Reaksiyonda kullanilacak DNA’ lar ve ¢dzeltiler -20 °C” den alinip ¢ozdurilda.

§ 200 ul’lik PCR tupleri Gzerine 6rnek kodu yazilarak hazirland:.

§ Tum DNA o0rnekleri ve c¢ozeltiler Once vortekslendi, daha sonra tipin
duvarindaki tiim damlalar1 toplamak amaciyla kisa bir sure santriftj edildi.

§ Reaksiyon hacmini tamamlamak icin steril su kullanildi.

8 PZR mixi hazirlamak igin 200 pl lik PCR tuptine hesaplanan miktarlarda PZR
tamponu, forward ve reverse primerler, ANTP mix ve Taq polimeraz eklendi.

§ Kisa bir vorteks ve santriftj yapildi.

§ Kodlanmis her bir PZR tipune hesap edilen miktarlarda su ve kodunu tasidiklar
DNA eklendi.

8 PZR mixi tuplere esit olarak dagitildi.

§ Tuplerin her biri 6nce vortekslenip sonra santrifiij edildi.

§ Daha sonra onceden programlanmig termal cycler’ a yerlestirildi ve cihaz

caligtirildu.
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3.3.6.1. MTHFR Geni A1298C Polimorfizmi i¢cin PZR Ydnteminin
Uygulanmasi
Calismamizda MTHFR (Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Geni (Gen ID: 4524))’

nin 7. ekzon bolgesini ¢ogaltmak igin 21 ve 19 baz ¢ifti uzunlugundaki primer dizileri

belirlendi. Secilen primer dizileri asagida gosterilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. MTHFR geni 1298 polimorfizmi icin ekzon 7 bdlgesinin amplifikasyonu icin gerekli
primer ciftleri

Primer Forward |5’-GGG AGG AGC TGA CCA GTG CAG-3’ 21 baz cifti

Primer Reverse |5’- GGG GTC AGG CCA GGG GCA G-3’ 19 baz cifti

GGOAGGAGCTGACCAGTCGAAG A AACTGTCTTTGARGTCTTOGTTCTT

Forward Primer A>C

TACCTCTCGGGAGAMCCARMCCGGAAT GG TCACAMMGTGAGTGATGE
TGOAGTGGGOACCCTGOTTCATCCOCTGOCCCTGGCCTGACCCT

Reverze Primer

Sekil 5. MTHFR geni 1298 A>C polimorfizmi icin PZR ile ¢ogaltilan 138 baz ciftlik bolge.

Orneklerimizin uygun amplifikasyon kosullarin1 saptamak icin cesitli denemeler
yapildi. Primerlerin, Taq polimerazin, dNTP’nin farkli konsantrasyonlar1 ile PZR
programinda farkl: 1s1 donguleri ve annealing (yapisma) isilart denendi; her denemede
sadece bir degisken disindakiler sabit tutuldu. Optimal amplifikasyonun gergeklestigi
kosullar bitun PZR reaksiyonlarr igin kullanild:.

PZR reaksiyonunu gerceklestirmek icin kullanilan malzemelerin timu ticari
olarak satin alinmistir. Amplifiye olan Grlnler ileri ki calismalarda kullanilmak lizere +4
°C de sakland.
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Cizelge 2. MTHFR geni ekzon 7 bdlgesinin optimal amplifikasyonlarinin gerceklesmesinde
kullanilan maddeler ve miktarlan

Reaksiyon Karisim Kullanmilan Miktar (ul) Final Konsantrasyonu
10 x PZR Tamponu 2,5 ul 1x PZR Tamponu
dNTP 0,2 ul 25 mM

Primer F 0,4 ul 10 pmol

Primer R 0,4 ul 10 pmol

Taq Polimeraz Enzimi 1l 0,05 U/ ul

MgCl, 1,5ul

Genomik  DNA  (1/10)

sulandirilmig 24! 100-200ng
Bidistile su 17 pl

Toplam hacim 25 pl

Cizelge 3. MTHFR geni ekzon 7 bdlgesinin optimal amplifikasyonlarinin gergeklestigi PZR
programi is1 dongileri

Dongtler Sicakhik Sure
1.0n Denatiirasyon 95.0 °C 3 dk
2.Denatlirasyon 95.0 °C 45 sn
3.Yapisma (Annealing) 62.0 °C 30 sn
4.Sentez

72.0 °C 30 sn

(Extension)

5. Toplam Dongi  Sayist

o 30
(2. Donguden itibaren)
6.Final Uzama 72 °C 5dk
7.Saklama 4 °C Uzun sire

Orneklerin amplifikasyonu ve elde edilen bantlarin kontrolii 3.3.5” te anlatildig:

gibi %2’ lik agaroz jelde yurutilerek kontrol edildi.

3.3.6.2. MTHFR Geni C677T Polimorfizmi i¢in PZR YoOnteminin
Uygulanmasi
Calismamizda MTHFR geni ekzon 4 bolgesini ¢ogaltmak icin belirlenmis olan

primer dizileri asagida gosterilmistir (Cizelge 4 ).
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Cizelge 4. MTHFR geni 677 polimorfizmi icin ekzon 4 bdlgesinin amplifikasyonu icin gerekli
primer ciftleri

Primer Forward |5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3’ 23 baz cifti

Primer Reverse |5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3’

20 baz cifti
7
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAGU CGATTTCATCATCACGCAG
Forward Primer C>1

CTTTTCTTTGAGGCTGACACATICTTCCGCTTTGTGAAGGCATGC
ACCGACATGGGCATCACTTIGCCCCATOGTCCCCGGGATCTTTCOCC
ATCCAGGTGAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTOCACCC
CACTCTCACCGCACCGTCCT

Reverse Pnmer

Sekil 6. MTHFR geni 677 C>T polimorfizmi icin PZR ile ¢ogaltilan 198 baz ciftlik bolge.

Orneklerimizin uygun amplifikasyon kosullarin: saptamak icin gesitli denemeler
yapildi. Primerlerin, Taq polimerazin, dNTP’nin farkli konsantrasyonlar1 ile PZR
programinda farkl: 1s1 donguleri ve annealing (yapisma 1silari) denendi; her denemede
sadece bir degisken disindakiler sabit tutuldu. Optimal amplifikasyon 2 farkl: annealing
isistnin - kullanildigr touchdown PZR ile elde edildi ve bu kosullar bitin PZR
reaksiyonlari igin uygulandi.

Amplifiye olan trdnler ileri ki ¢calismalarda kullanilmak tizere +4 °C de sakland.
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Cizelge 5. MTHFR geni 677 C>T polimorfizmi icin optimal amplifikasyonlarinin
gerceklesmesinde kullanilan PCR reaksiyon kosullari.

Reaksiyon Karisimi

Kullanilan Miktar (ul)

Final Konsantrasyonu

10 x PCR Tamponu 2,5 ul

dNTP 0,2 pl

Primer F 0,4 ul
Primer R 0,4 pl

MgCl, 1,5ul

Taq Polimeraz Enzimi 0,6 pl
Genomik  DNA  (1/10)

sulandirilmig 2

Bidistile su 17,4 pl
Toplam hacim 25 pl

1x PZR Tamponu
25 mM

10 pmol

10 pmol

0,05 U/ pl

100-200 ng

Cizelge 6. MTHFR geni 677 C>T polimorfizmi icin optimal amplifikasyonlarinin

gerceklestigi PZR

program is1 donguleri.

Donguler

1.0n Denatiirasyon
2.Denatlirasyon
3.Yapisma (Annealing)
4.Sentez
(Extension)
5.Toplam Doéngl  Sayisi
(2. Donguden itibaren)
6.Final Uzama

7.Saklama

Sicakhk
94.0 °C
94.0 °C
62.0 °C

72.0 °C

40

72 °C
4 °C

Sure
2 dk

30sn
30 sn

30 sn

7 dk

Uzun sire

Orneklerin amplifikasyonu ve elde edilen bantlarin kontrolii 3.3.3’ te anlatildig:

gibi %2’ lik agaroz jelde yuritilerek kontrol edildi.

3.3.7. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP Restriction Lenght
Fragment Polymorphism) Yonteminin Uygulanmasi
Agaroz jel elektorforeziyle MTHFR geni A1298C ve C677T polimorfizleri icin

amplifikasyon

kontroli yapilan  6rnekler
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polimorfizmi igin Hinfl, A1298C polmorfizmi igin FnU4HI restriksiyon enzimleri
kullanilmigtir. Bu enzimlerin kesim bolgeleri asagidaki gibidir.

v v
Hinfi —— 5°..G ANTC...3’ FnU4HI —— 5°...GC NGC...3’
3 ...CTNAAG...S 3 ...CGNACG...S

Kesim reaksiyonlar igin asagida belirlenen oranlarda reaksiyon bilesenleri hazirlandi.

Cizelge 7. MTHFR geni 1298 ve 677 polimorfizmleri icin RFLP reaksiyon kosullar.

Reaksiyon Karisimi Kullanilan Miktar (ul)
Tampon 2,5 ul

Restriksiyon Enzimi 0,5ul

Amplifiye drin

(PCFI; Ur)[/JnU) y

Steril Bidistile su 7 ul

Toplam Hacim 20 pl

Reaksiyon Isis1 37°C

Reaksiyon Siiresi 17 saat

Cizelge 8. MTHFR geni 1298 ve 677 polimorfizmleri igcin RFLP reaksiyonu st dénguleri.

Dongliler Sicakhk Siire
1.Kesim reaksiyonu 37°C 17 saat
2.Enzim Inaktivasyonu -20°C 1 saat

Amplifiye olmus 6rneklerin kesim reaksiyonu FnU4HI ve Hinf | restriksiyon
endoniikleazlar ile yukarida belirlenen 1s1 dongtlerine gore gergeklestirildi.

Enzim inaktivasyonundan sonra kesim (rlnleri Bromfenol mavisi iceren 6X
yukleme tamponu ile karistirilarak agaroz ve poliakrilamid jellere uygulamaya hazir
hale getirildi. Bunun i¢in 6X yikleme tamponundan 1 pl alinip 5 pl kesim Grind ile

karigtirildu.
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3.3.8. Istatiksel Analiz
Istatistik analizler SPSS 11.5 paket programi kullanilarak yapilmigtir. Gruplar

arasinda genotip ve allel frekanslarinin karsilastirmalarinda “Ki Kare (%) Testi”, folat
ve homosistein degerlerinin karsilastiriimasinda “Student t Testi” ve “Mann Whitney

U” testi kullanilarak analizler gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Yaptigimiz calismada 67 down sendromlu c¢ocuk sahibi anne ve 66 saglikh
cocuk sahibi anneden alinan DNA &rneklerinde Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Geni
1298 A>C polimorfizmi ve 677 C>T polimorfizmlerinin genotip dagilimlar: arastirild.
Calismaya dahil edilen tum annelerde homosistein ve folat degerleri 6lgtldu. Tum
annelerden alinan kanlardan elde edilen DNA o0Ornekleri PCR-RFLP yontemi
kullanilarak, arastirilan polimorfizmlerin genotip dagilimlar: belirlendi ve elde edilen

verilerden istatistiksel analiz yapildi.

4.1. Biyokimyasal Bulgular
21. kromozomdan (¢ kopya bulunan karyotip géruntusiine sahip ¢ocuklarin

annelerinden olusan hasta grubu ve saglikli ¢cocuk sahibi olan, herhangi bir anomali
sebebi ile kilretaj 6ykusu bulunmayan annelerden olusan kontrol grubu bireylerden
alinan kanlardan elde edilen serum icerigi homosistein ve folat dl¢imu icin kullanildi.
Metilentetrahidrofolat rediiktaz, folat metabolizmasinda yer alan enzimlerin en
6nemlilerinden biri oldugu icin, MTHFR geninde inceledigimiz mutasyonlarin serum
folat ve homosistein degerleri ile iligkili olup olmadigini tesbit etmek icin hasta ve
kontrol grubumuzu olusturan annelere homosistein Ol¢limi (nmol/mL) yaptik ve
istatistiksel olarak degerlendirdik. Folat duzeyi de, vitamin B, ve vitamin Bg eksikligi
sonucu hiperhomosisteinemiye sebep oldugu bilindiginden yine calisma grubumuzu
olusturan tim annelerden folat 6l¢cimu (ng/mL) yapildi ve istatistiksel olarak
degerlendirildi.

Hasta ve kontrol grubuna ait folat ve homosistein degerlerinin ortalamalar
alindi. Saglikli kontrol grubu ile down sendromlu ¢ocuk sahibi annelerden olusan gruba
ait biyokimyasal bulgularin karsilastirilmasinda student t-testi ve Mann Whitney U testi
uygulandi. Analiz sonuglarina gore gruplar arasinda klinik bulgular agisindan
istatistiksel olarak farklilik oldugu saptand: (p<0.05). Cizelge 14 te gosterildigi gibi,
down sendromlu cocuk sahibi olma ile 1298 ve 677. bolgelerdeki tek nikleotid
polimorfizmleri ve homosistein, folat verileri agisindan karsilastirma yapildi. Buna gore
1298 AA genotipi acgisindan, homosistein ve folat degerleri, hasta ve kontrol grubu
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulundu (p<0.05). Hasta grubunun
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1298AA genotipli bireylerinde folat degerleri ortalamas: diger genotiplere gore daha
1298AA genotipli

genotiplere gore daha yiksek bulunmustur. Homosistein degerlerinde de benzer

dusuk bulunurken,

kontrol grubundaki

bireylerde ise diger

sonuclar gézlenmistir. 677 CT ve 677 TT genotipleri acisindan, hasta ve kontrol grubu

folat degerleri kiyaslandiginda yine istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edildi

(p<0.05).

Cizelge 9. Down sendromlu ¢ocuk sahibi annelerin ve saghkh ¢ocuk sahibi annelerin homosistein ve
folat degerlerinin ortalama, standart hata ve p degerleri

FOLAT

(OrtalamazStandart Hata)

HOMOSISTEIN
(OrtalamazStandart Hata)

Down Down
Saghkh
sendromlu sendromlu | Saghkh
cocuk P . |P
cocuk o | cocuk cocuk sahibi )
. sahibi degeri - degeri
sahibi sahibi anneler
anneler
anneler anneler
Genel
6.05+£0.29 | 7.85+0.52 | p<0.05 | 13.46+0.95 | 18.14+1.64 p<0.05
karsilastirma
1298
AA 5.63+0.44 | 8.58+0.68 | p<0.05|11.24+0.68 | 18.45+2.35 p<0.05
AC 6.91+0.55 | 7.27£0.85 | p>0.05 | 12.99+0.89 | 18.30+2.53 P<0.05
CC 8.58+2.21 | 7.68+1.40 23.80+6.11 | 18.29+10.68
677
CC
CT 6.23+0.36 | 9.08£1.65 | p<0.05 | 14.30+1.15 | 18.06+3.23 p>0.05
TT 6.25+0.71 | 8.01+0.46 | p<0.05 | 20.25+6.55 | 15.53+3.17 p>0.05
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4.2. Molekuler Bulgular

421 MTHFR Geni 1298 A>C Polimorfizmi icin Molekiller Genetik
Bulgular
MTHFR geni 1298 bolgesinin 138 baz ciftlik kism1 PZR yontemi ile gogaltild:

ve % 2’ lik agaroz jelde yuratuldu. Calisilan hasta ve kontrollerden bazilarinin PZR
yontemi ile ¢ogaltilmis MTHFR geni ekson 7 bolgesindeki 138 baz ¢ifti uzunlugundaki

bant goruntuleri sekil 7° de gosterilmistir.

Sekil 7. Hasta gruba ait bazi 6rneklerin, MTHFR geni geni ekzon 7 bdlgesinde ki 138 bg.
uzunlugunda ki bdlgenin PZR yontemi ile ¢ogaltihp agaroz jelde yurutiuldikten sonra
olusturduklar: bant géruntuleri. M: Markir DNA, Bantlar 138 bp. buyukligindedir.

MTHFR geninin 1298 polimorfizmini iceren 138 bg.” lik bolgesi PZR yontemi
kullanilarak c¢ogaltildiktan sonra RFLP yontemi kullanilarak FnU4HI restriksiyon
enzimi ile kesildi. Kesim reaksiyonu sonucunda adeninden — sitozine (A>C) nikleotit
degisimi olmayan homozigot bireylerde (AA genotipli) 138 bg’ lik tek bant, tek
allelinde nukleotit degisimi olan heterozigot bireylerde (AC genotipli) 138, 119, 19 b¢’
lik Uc bant, her iki allelinde nukleotit degisimi gorulen bireylerde de (CC genotipli)
119, 19 b¢’ lik 2 bant gérialmustur

Galismamizda yer alan 67 down sendromlu gocuk sahibi kadinin MTHFR geni
A1298C polimorfizmi agisindan RFLP yontemi ile analizi sonucunda 19* unun AC, 29’
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nun AA, 17°nin CC genotipine sahip oldugu belirlenmistir. Calisilan hastalardan iki
tanesinden ise sonug¢ elde edilememistir. Calismamizda 66 saglikli ¢ocuk sahibi
annelerden olusan kontrol grubunun ise 24’nin AC, 33’nun AA, 7’ nin CC genotipine
sahip oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda iki bireyden sonu¢ elde edilememistir.

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin genotipleri ¢izelge 10 “da verilmistir.

Cizelge 10. Down Sendromlu c¢ocugu olan annelerden olusan hasta grubu ve saghkl ¢cocugu olan
kontrol grubu annelerin MTHFR geni 1298 bélgesi icin FnU4HI enzimi ile kesimi
sonucunda elde edilen genotip kodlar

s g |2 g |.s /€ |8 |E |3 |E |z |E
Z |E8 % |E8 ZE|EBE.|E8EoEB S| EE
T = 3| = 3 Ix |2 3| z|=29d|x 2|2 3|x z|= 3
D1 AA D26 AC D51 AC K1l AA K26 AC K51 CcC
D2 AA D27 CcC D52 K2 CcC K27 AA K52 AA
D3 cC D28 CcC D53 AA K3 AC K28 AA K53 AA
D4 AA D29 CcC D54 cC K4 AA K29 CcC K54 AA
D5 AA D30 CcC D55 K5 cC K30 AA K55 AC
D6 AA D31 AA D56 cC K6 AA K31 AC K56 AA
D7 AC D32 AA D57 AA K7 AC K32 AC K57 CcC
D8 AC D33 CcC D58 AA K8 AA K33 AC K58 AA
D9 cC D34 AA D59 cC K9 cC K34 AA K59 AA
D10 AA D35 AA D60 AA K10 AA K35 AC K60 AA
D11 AA D36 CcC D61 AA K11 AC K36 AA K61 AA
D12 AC D37 AA D62 AA K12 AA K37 AC K62 AC
D13 AC D38 CcC D63 CC K13 AA K38 AC K63 AC
D14 AC D39 AA D64 AA K14 AA K39 AA K64 AC
D15 AC D40 AC D65 AA K15 AC K40 AC

D16 cC D41 AC D66 AA K16 AC K41 AA

D17 AC D42 AA D67 AA K17 AA K42 AC

D18 cC D43 AC K18 AA K43 AA

D19 cC D44 AA K19 AC K44 AA

D20 AC D45 AC K20 CcC K45 AC

D21 AA D46 AC K21 AA K46 AA

D22 AA D47 AA K22 AA K47 AA

D23 AC D48 AC K23 AC K48 AA

D24 cC D49 AA K24 AC K49 AA

D25 AC D50 AC K25 AC K50 AC
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MTHFR geni A1298C polimorfizminin genotip dagilimlar: ve allel frekanslari
Ki kare (y°) testi kullanilarak analiz edilmistir. (Cizelge 11-12). Hasta ve kontrol
gruplart arasinda genotip dagilimlari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Ayni sekilde AC ve CC genotipleri AA genotipine Kkarsi
birlikte degerlendirildiginde, hasta grupta kontrol grubuna goére anlaml:i bir fark
bulunamamistir (p>0.05). Allel frekanslar1 karsilastirildiginda, her iki grup arasinda
istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Hasta ve kontrol gruplar
arasinda CC genotiplerine ait oransal degerlendirme yapildiginda, hasta grubundaki
genotip frekansi oraninin kontrol grubundan daha yiiksek oldugu ve bu farkin istatistiki
olarak 6nemli bulundugu saptanmistir (p<0.05). Benzer sekilde allel frekanslarinin
genel karsilastirmasinda hasta ve kontrol gruplari arasinda o6nemli bir fark
bulunmamistir. Fakat “C” allel frekansi orani hasta grubunda(%40.8) kontrol
grubuna(%29.7) gore daha yuksektir ve oranlar arasindaki fark istatistiki olarak dnemli
bulunmustur (p<0.05). “A” allel frekans: oran1 kontrol grubunda (%70.3) hasta grubuna
(%59.2) gore daha yuksek bulunmustur ve iki gruptaki bu oransal fark istatistiki olarak

onemlidir (p<0.05).

Cizelge 11. MTHFR geni 1298 bolgesi i¢cin down sendromlu ¢ocuk sahibi annelerden olusan hasta
ve saghkh ¢ocuk sahibi annelerden olusan kontrol gruplarina ait genotip frekanslar: (n:
birey sayisi)

Genotip Frekanslar:
AC+CC

AA CcC AC

n n n n

% % % %
Down sendromlu ¢ocuk | 29 17 19 36
sahibi anneler (n:65) 44.6 26.2 29.2 55.3
Saghklhh  ¢ocuk sahibi

33 7 24 31
anneler

51.6 10.9 375 48.4
(n:64)
2
* . 4.99 0.623
Testi
OR(%95Cl)
Odd Degeri (%95 Guven | 1 0.362 (0.132-0.995) 1.11 (0.508-2.426)
Arahig)
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Cizelge 12. MTHFR geni 1298 bolgesi icin down sendromlu ¢ocuk sahibi annelerden olusan hasta
ve saghklh ¢ocuk sahibi annelerden olusan kontrol gruplarina ait allel frekanslar (n:
birey sayisr)

Allel Frekanslar
A C
n n
% %
Down sendromlu  ¢ocuk
77 53
sahibi anneler
59.2 40.8
(n:65)
Saghklh ¢cocuk sahibi anneler | 90 38
(n:64) 70.3 29.7
2
x ) 3.469
Testi
OR(%95ClI)
Odd Degeri (%95 Given |1 0.613 (0.37-1.03)
Arahgr)

4.2.2. MTHFR Geni 677 C>T Polimorfizmi Igin Molekiiler Genetik
Bulgular
MTHFR geni 677 bolgesini iceren 198 baz ciftlik kismi PZR yontemi ile

cogaltildi ve % 2’ lik agaroz jelde ydratuldu. Calisilan hasta ve kontrollerden bazilarinin
PZR yontemi ile ¢ogaltilmis MTHFR geni 677 bolgesine ait 198 baz ¢ifti uzunlugunda
ki bolgenin bant gortntdleri Sekil 8” de gosterilmistir.
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Sekil 8. Hasta gruba ait bazi 6rneklerin, MTHFR geni 677 bdlgesini iceren 198 baz cifti
uzunlugundaki bdlgenin PZR yodntemi ile cogaltihp agaroz jelde yurutuldikten sonra
olusturduklar bant gériantuleri. M: Markir DNA.

MTHFR geni 677 bolgesine ait 198 bg.” lik bdlge PZR yontemi kullanilarak
cogaltildiktan sonra RFLP yontemi kullanilarak Hinfl restriksiyon enzimi ile kesildi.
Kesim reaksiyonu sonucunda sitozin— timin (C>T) nukleotit degisimi olmayan
homozigot bireylerde (CC genotipli) 198 b¢’ lik tek bant, tek allelinde nikleotit
degisimi olan heterozigot bireylerde (CT genotipli) 198, 175, 23 b¢’ lik U¢ bant, her iki
allelinde nikleotit degisimi gorulen bireylerde de (TT genotipli) 175, 23 b¢’ lik iki bant
olusmustur. Ancak CT ve TT genotipli bireylerde gorilmesi beklenen 23 b¢.’lik bant,

cok kiciik olmasindan dolayi, agaroz jel gorintustinde gortilememistir (Sekil 9)
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Sekil 9. Hasta ve kontrol gruplarina ait baz1 6rneklerin RFLP ydntemi ile (Hinf I enzimi ile) kesilip,
agaroz jelde yurituldikten sonra olusturduklart bant gérunttleri. M: Markir DNA, CC,
CT, TT: genotipler.

Calismamizda yer alan 67 down sendromlu ¢ocuk sahibi kadinin MTHFR geni
C677T polimorfizmi agisindan RFLP yontemi ile analizi sonucunda 6’ sinin CC, 50’ nin
CT, 12’inin TT genotipine sahip oldugu belirlenmistir. Calismamizda 66 saglikli cocuk
sahibi annelerden olusan kontrol grubunun ise 28’inin CC, 27’ inin CT, 11’nin TT
genotipine sahip oldugu belirlenmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin
genotipleri cizelge 13 “ de verilmistir.
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Cizelge 13. Down Sendromlu ¢ocugu olan annelerden olusan hasta grubu ve saghkh ¢ocugu olan
kontrol grubu annelerin MTHFR geni 677 bdlgesi icin Hinf | enzimi ile kesimi
sonucunda elde edilen genotip kodlan

nd e —| — e — e — e

-‘g LEL N -‘g L|:EL N g g LEL I‘..g L|:EL N % Ll:EL % LIL
IR E R E R RN ERERE N EEREFEER
D1 TT D26 CT D51 CT K1 CT K26 | CT K51 | CT
D2 |TT |D27 |TT |D52 |CT |K2 |CT |K27 |CT |K52|cCT
D3 |CT |D28 |CT |D53 |CT |K3 |CC |K28|CC |K53|cC
D4 CT D29 CT D54 CT K4 TT K29 | TT K54 | CC
D5 |TT |D30 |CT |D55 |CT |K5 |CT |K30 |CT |K55|CT
D6 |CT |D31 |TT |D56 |CT |K6 |CC |K3L|CC | K56 |cCC
D7 TT D32 CT D57 CT K7 CC K32 | CT K57 | CT
D8 |CT |D33 |CT |D58 |CT |K8 |CT |K33|CC |K58 |cCC
D9 |CT |D34 |CT |D59 |CC |K9 |CT |K34|CC | K59 |cC
DI0 |CC | D35 |CT |D60 |CT |KI1O |CC |K35|TT |Ke0 |CT
DIl |CT | D36 |CT |D6L |CT |Kil |CC | K36 |CC |Keél |TT
DI2 |CT |D37 |CT |D62 |CC |K12 |CC | K37 |TT |Keé2 |cC
DI3 |CT | D38 |CT |D63 |CT |KI3 |CC |K38|CC |Ke63 |CT
D14 |CT | D39 |CT |D64 |CC |K14 |TT |K39 |CC |Ke4 |TT
DI5 |CT | D40 |CT |D65 |CT |Ki5 |CT | K40 |CC | K65 |CT
D16 |CT D41 CT D66 CcC K16 CT K4l | CT K66 | CC
D17 |TT |D42 |CT |D67 |CC |Ki7 |CC | K42 |CC

DI8 |CT |D43 |CT K18 |TT | K43 [TT

D19 |CT D44 TT K19 CT K44 | CC

D20 |CT |D45 |CT K20 |CT | K45 |CT

D21 |TT |D46 |CT K21 |TT | K46 |TT

D22 |TT |D47 |CT K22 |CT | K47 |CT

D23 |TT |D48 |CT K23 |CC | K48 |CT

D24 |CT |D49 |CT K24 |CT | K49 |CC

D25 |CT | D50 |CT K25 |CT | K50 | CC
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MTHFR geni 677 C>T polimorfizminin genotip dagilimlar: ve allel frekanslar:
Ki kare (x°) testi kullanilarak analiz edilmistir (Cizelge 14, 15). Hasta ve kontrol
gruplar: arasinda genotip dagilimlari ve allel frekanslari agisindan istatistiksel olarak
anlaml: bir fark vardir (p<0.05). Hasta ve kontrol gruplari arasinda CC ve CT+TT
bir fark

saptanmistir (p<0.05). Hasta ve kontrol gruplar: arasinda TT genotiplerine ait oransal

genotiplerine gore karsilastirma yapildiginda istatistiki olarak 6nemli

degerlendirme yapildiginda, hasta grubundaki genotip frekansi oraninin kontrol grubu
ile benzer oldugu gortlmektedir. Diger taraftan 677CT genotip frekansi orani hasta
grubunda daha yuksektir ve bu fark istatistiki olarak 6nemlidir (p<0.05). Kontrol
grubunda yiiksek olan 677CC genotip frekans: orani, hasta ve kontrol gruplar: arasinda
istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) bir oransal farka sebep olmaktadir. Benzer sekilde
allel frekanslarinin genel karsilastirmasinda hasta ve kontrol gruplar: arasinda énemli
bir fark bulunmustur. “T” allel frekanst orami hasta grubunda(%53.7) kontrol
grubuna(%37.1) gore daha yuksektir ve oranlar arasindaki fark istatistiki olarak dnemli
bulunmustur (p<0.05). “C” allel frekans1 oran1 kontrol grubunda (%62.9) hasta grubuna
(%46.3) gore daha yuksek bulunmustur ve iki gruptaki bu oransal fark istatistiki olarak
onemlidir (p<0.05).

Cizelge 14. MTHFR geni 677 bolgesi icin down sendromlu ¢ocuk sahibi annelerden olusan hasta ve
saghkh ¢ocuk sahibi annelerden olusan kontrol gruplarina ait genotip frekanslan (n:
birey sayist)

Genotip Frekanslar:
CT+TT
cC TT CT
n n n n
% % % %
Down sendromlu ¢ocuk | 6 11 50 61
sahibi anneler (n:67) 9 16.4 74.6 91.04
Saglikh ¢ocuk sahibi anneler | 28 11 27 38
(n:66) 424 16.7 40.9 57.6
X2
) 21.009 19.572
Testi
OR(%95Cl)
) 0.214 (0.064-
Odd Degeri (%95 Guven | 1 0.722) 0.116(0.043-0.314)
Arahgr) '
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Cizelge 15. MTHFR geni 677 bolgesi icin down sendromlu ¢ocuk sahibi annelerden olusan hasta ve
saghkh cocuk sahibi annelerden olusan kontrol gruplarina ait allel frekanslari (n: birey

sayisi)

Allel Frekanslar:

C T
n n
% %
Down sendromlu  ¢ocuk
62 72
sahibi anneler
46.3 53.7
(n:67)
Saghklh ¢cocuk sahibi anneler | 83 49
(n:66) 62.9 37.1
2
x ) 7.399
Testi
OR(%95CI)
Odd Degeri (%95 Given |1 0.508 (0.31-0.83)

Arahg)
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5. TARTISMA

Calismamizda yer alan MTHFR geni A1298C ve C677T polimorfizmleri ile
ilgili literatirde, MTHFR geni C677T polimorfizmini down sendromlu ¢ocuk sahibi
olma ile iliskilendiren bazi calismalar bulunmaktadir. James ve ark. (89) 16 farkli bélge
ve Kanada populasyonu ile yaptigi ¢alismada, saglikli cocuk sahibi olan 50 anne ve
down sendromlu ¢ocuk sahibi olan 57 annede 677 C>T polimorfizmi incelenmistir. Bu
calismaya gore MTHFR geni 677 pozisyonunda CT heterozigot ve TT homozigot
genotiplerinin frekansi, down sendromlu ¢ocuk sahibi olan annelerde 6nemli oranda
daha yuksek cikmistir. OR/%95CI degerlerine gére, down sendromlu cocuk sahibi
annelerde, saglikli gocuk sahibi annelere gore CT genotipi 2.5 kat, TT genotipi 3.2 kat
daha yuksek ¢ikmistir. Calismamizda da James ve ark. (89) yaptigi ¢alisma ile uyumlu
olarak CT+TT genotip dagilimlari bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml
bir farklilik bulunmustur (p<0.05). Noral tup defekti (NTD) tasiyan g¢ocuk sahibi
annelerde calisilan MTHFR mutasyonu ile ilgili yapilan calismalari toparlayan meta
analiz (90) sonuglarina gore homozigot TT geneotipi yuzdesi %14.5 iken, etkilenmeyen
kontrol grubunda bu oran %8.5 olarak tesbit edilmistir. NTD icin genetik bir risk
faktorii olan MTHFR 677 C>T polimorfizmi igin yapilan calismalarda ortaya ¢ikan
veriler, James ve ark. (89) down sendromlu gocuk sahibi anneler ile yaptig1 ¢alisma ile
uyumlu olarak TT genotipi ile ilgili veriler ile benzerdir (%14,%8,sirasiyla hasta,
kontrol). Aynm1 zamanda bizim yaptigimiz calisgmada T alleli frekansinin, down
sendromlu ¢ocugu olan grupta kontrol grubuna gore bir hayli yiiksek olmas: bakimindan
da calismamiz ile de uyumludur. Bizim ¢alismamiz ile de benzer olarak heterezigot CT
genotipinin Down sendromlu ¢ocuk sahibi annelerde TT genotipine gore daha yuksek
cikmasi, yapilan bir calismada, TT genotipi tasiyan annelerin canli down sendromlu
bebek dinyaya getirme ihtimalinin disik olmasi ve down sendromu meydana
gelmesinde ki genetik cesitlilikten kaynaklanabilecegi duslintlmektedir. Cinki
calismaya kirete edilen veya disik yapilan down sendromlu fetlise sahip anneler ve
translokasyon tipi, mozaik ya da diger sebeplerle down sendromu meydana gelmis
bebege sahip olan anneler dahil edilmemistir. Ancak bu durumun tam tersine mayotik
ayrilamama meydana gelen vakalarin %95’nin gebelik Oncesi olustugu ve maternal

durumun etkili oldugu belirlenmistir. Annenin genotipi ve maruz kaldigi gevre down
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sendromlu cocuk meydana getirmesinde temel etkendir. Bu yilizden normal folat
metabolizmas: sadece gebelik sonrasi dénemde degil, gebelik 6ncesi donemde de
(normal kromozom segregasyonu icin ) blyik 6nem tasir (91).

Brandalize ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada maternal MTHFR geni ve C677T
ve A1298C polimorfizmleri ve down sendromlu ve konjenital kalp defekti olan ¢ocuk
sahibi olma arasindaki iliski 239 down sendromlu cocuk sahibi anne ve 197 normal
cocuk sahibi annede arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, genotip dagilimlar
down sendromlu cocugu olan annelerde benzer dagilim gosterirken, 677CT ya da
677TT ve 1298AA genotip kombinasyonu tasiyan down sendromlu cocuk sahibi
annelerde dustik riskinin daha yuksek oldugu tesbit edilmistir. Calismamiz ile uyumlu
olarak C677T polimorfizmi ve Down sendromlu ¢ocuk sahibi olma, istatistiksel olarak
iliskili bulunmustur (p=0.05). Maternal 677T alleli tasima ise down sendromlu
cocuklarda konjenital kalp defekti meydana gelme riskini arttirmaktadir (92)

Muthuswamy ve ark. (23), Hindistan populasyonu ile yaptiklari, maternal
C677T ve A1298C polimorfizmleri ve Down sendromlu ¢ocuk sahibi olma arasindaki
iliskiyi arastiran calismalar1 bir araya getiren metaanaliz sonuclarina gore, C677T
polimorfizmi tasiyan annelerde risk 2.48 artmis olup, ¢alismamiz ile uyumlu olarak
istatistiksel olarak da dnemlidir. A1298C polimorfizmi tasiyan annelerde ise sirast ile
dominant ve resesif modelde risk artis1 1.60 ve 2.12 olarak bulunmustur ancak
istatistiksel olarak anlamli degildir ve bu sonug ¢alismamiz ile uyumludur.

Boduroglu ve ark. (93) tarafindan yapilmis bir ¢alismada MTHFR A1298C ve
C677T polimorfizmlerinin down sendromlu ¢ocuk sahibi olma durumu ile iliskili
olmadigi belirlenmistir. C677T ve A1298C polimorfizmleri homozigot ve heterozigot
genotipler arasinda da istatistiksel olarak herhangibir fark bulunmadig: belirtilmistir.
MTHFR A1298C polimorfizmi icin belirtilmis olan bu sonuglar ¢calismamizda tespit
edilen sonuglarla benzer olmakla beraber C677T polimorfizmi igin ayn: durum soz
konusu degildir.

Meta-analiz ¢alismalart Down sendromlu ¢ocuk sahibi olma durumu ile MTHFR
geninde meydana gelen polimorfzmlerin iliskileri hakkinda farkli sonuglar
icerebilmektedir. Wu ve ark. (94) tarafindan yapilmis olan bir meta-analiz ¢alismasinda
2806 down sendromlu cocugu olan anne ve 4597saglikli ¢ocugu olan annelerde

maternal MTHFR genindeki bu iki yaygin polimorfizmin etkisini arastirmislardir.
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MTHFR C677T varyant genotipi (TT+CT) DS riski ile iliskili olarak tespit edilmistir.
Ozellikle 677T alleli tasiyicilarinin DS igin yilksek riske sahip oldugu belirtilmistir.
MTHFR A1298C polimorfizmi icin 1854/2364 (DS’ lu ¢cocugu olan anne sayisi/saglikl
cocugu olan anne sayisi) bireyde yaptiklart analizde bu polimorfizmin DS igin risk
olusturmadigint gostermislerdir.

MTHFR C677T velveya A1298C polimorfizmlerinin belirlendigi bireylerde
ilgili polimorfizm sikhiklar1 incelendigi bir arastirmada (95), calismaya dahil edilmis
olan 164 bireyden 109’ unda (%66.5) C677T, 95 inde (%57.9) A1298C polimorfizmi
gozlenmistir. Her iki polimorfizm sikliklart agisindan herhangibir  farklilik
saptanmamstir. TUrk populasyonunda yapilan benzer ¢alismalarda C677T polimorfizmi
frekans: yaklasik olarak%50-65, MTHFR A1298C polimorfizmi frekans: ise %50-58
oranlar1 arasinda degisiklik gostermektedir. Calismamiz da ise 133 bireyden 99’ unda
(%74.4) MTHFR C677T, 129 bireyden 65’inde (%50) A1298C polimorfizmi
gozlenmistir. Calismamizda C677T polimorfizmi frekans: diger calismalardan daha
yuksek olmasina ragmen A1298C polimorfizmi frekansi benzerlik gostermektedir.

Suudi Arabistan’da yapilmis olan benzer bir ¢calismada (96), down sendromlu
cocuga sahip 30 anne ve saglikli cocuga sahip 40 annede MTHFR C677T polimorfizmi
incelenmistir. Bu iki grupta ilgili genotip frekanslari bakimindan istatistiki olarak
onemli bir farklihik go6zlenmezken T allelinin DS igin maternal riski arttirdig
belirtilmistir. Bu allelin varligt MTHFR aktivitesini ve DNA hipometilasyonunu
azaltmaktadir. DNA hipometilasyonu kromozomal degisimlerle iliskilidir. Diger
taraftan 6777’ nin maternal kromozom ayrilamamas: (izerine varsayilan etkisi oositte
degistirilmis DNA metilasyon kaliplar ile iligskilendirilmistir. Calismamizda da benzer
sekilde 677T alleli oran1 down sendromlu ¢ocuk sahibi olan annelerde yaklasik olarak
%54 bulunmustur ve bu oran kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiki olarak
onemlidir.

Benzer sekilde MTHFR polimorfizmleri ve DS’ lu bebek sahibi olma durumu
arasindak iliski g6zoninde bulundurularak yapilmis olan farkli bir ¢calismada, DS’ lu
cocugu olan 40, saglikli cocugu olan 44 annenin peripheral lenfositlerinden elde edilen
DNA’ da MTHFR promotor metilasyonu arastirilmistir.  ilk grupta MTHFR promotor
metilasyonunun 6nemli bir artis gosterdigi belirlenmistir. MTHFR promotor

metilasyonu seviyeleri ile iliskili olarak lenfositlerde mikronukleus sikligida
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gozlenmistir. MTHFR epimutasyonlarinin  genomik dengesizligi arttirdigi ve bu
durumun DS’ lu gocuk sahib olma riskinde rol oynayabilecegi bildirilmistir (97).

Calismamizda Down sendromlu c¢ocuk sahibi olan anneler ile kontrol grubu
anneler arasinda homosistein degerleri bakimindan istatistiki olarak énemli bir fark
bulunmustur ve birinci grupta homosistein degerleri ortalamasi 13.46 (nmol/mL) iken
kontrol grubunda 18.14 (nmol/mL) olarak belirlenmistir. Kohli ve ark. (98) tarafindan
yapilmis olan benzer bir ¢aligmada ise birinci grubun homosistein degerleri ortalamasi
12.26 (umol/L) iken ikinci grubun (kontrol grubu) 17.33 (umol/L) olarak belirlenmistir
ve iki grup arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Benzer sonuglar
elde edilmis olmasina ragmen literaturle bir uyum gozlenmemistir (20,99). Bir cok
calismada kontrol grubunda homosistein degerlerinin ortalamas: down sendromlu
cocugu olan annelere ait gruptan daha disuk bulunmustur. Bunun sebepleri arasinda
etilkobalamin eksikligi ve diger genetik faktorler belirtilebilir (98). Calismamizda
MTHFR C677T polimorfizmi DS’ lu ¢ocuk sahibi olma riski ile iligkili bulunmustur.
Genotipler gozonine alindiginda down sendromlu ¢ocugu olan ve 677TT genotipine
sahip annelerin serum homosistein degerlerinin ortalamas: (20.25 nmol/mL), kontrol
grubundaki annelerin homosistein degerlerinin ortalamasindan (15.53 nmol/mL) daha
yuksek oldugu gorilmektedir. 677CT bireylerde ise serum homosistein dizeylerine ait
ortalamalar kontrol grubunda hasta grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. 677TT
genotipli bireylerin serum homosistein seviyeleri literature ile uyumludur. Folik asit
degerleri acgisindan hem genel degerlendirme hem de her iki polimorfizme ait
genotiplerin degerlendirilmesinde literatiirle uyumlu sonuglar gortlmektedir. Yani
Down sendromlu ¢ocugu olan annelere ait folat degerleri, saglikli cocugu olan annelere
ait folat degerlerinden daha dustuk bulunmustur ve 1298AC genotipi hari¢ tim
genotiplerde ve genel degerlendirmede hasta ve kontrol grubu arasindaki farklilik
onemli olarak tespit edilmistir.

Izci ve ark. (100), folat metabolizmasinda gérevli maternal gen polimorfizmleri
ile down sendromlu ¢ocuga sahip olma riski arasindaki iliskiyi arastirmislardir. MTHFR
677C allel frekanst Down sendromlu ¢ocugu olan annelerde 6nemli oranda yuksek
bulunmustur. Azaltilmig folat tasiyicist 1 geninde A80G polimorfizmi ile down
sendromlu ¢ocuk sahibi olma durumu arasinda herhangibir iliski tespit edilememistir.

Bizim calismamizla benzer sonuglar s6zkonusu degildir. Ancak Down sendromlu ¢ocuk
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sahibi olma durumu ile folat metabolizmasinda gdrevli genlerin polimorfizmlerinin
birlikte incelenmesi gerektigi, gen-beslenme, gen-gen etkilesimi ve etnik kokenin
g6zoniunde bulundurulmas: gereken 6nemli degiskenler oldugunu vurgulamiglardir.
Hucre bélunmesinde normal kromozom sayisindan sapmalar andploidiye sebep
olabilir. Insanlarda andploidi, etkilenen hiicre tipine bagh olarak farkl: klinik etkilere
sahiptir. Anoploidinin  ve kromozom dengesizliginin nedenleri tam olarak
bilinmemektedir. Insan genomu DNA’ nin biiyiik bir kismin: olusturan, protein kodlama
yetenegi olmayan tekrarli kisa DNA dizileri icermektedir. Bunlar kromozomlarin
normal fonksiyonlarinda belirli gérevler Ustlenebilirler. Gen ekspresyonu ve kromozom
biyolojisi kromozomlarda bulunan epigenetik mekanizmalardan etkilenmektedir.
Epigenetik bilgi heterokromatin olusumunda temeldir. Heterokromatinin yapisit post-
translasyonel histon modifikasyonu ve DNA metilasyonuna baghdir. Heterokromatin
yapisindaki DNA tekrarlari 6nemsiz olarak degerlendirilse de son calismalarda
heterokromatinin kromozom dagilimi boyunca 6nemli bir role sahip olabilecegi
belirtilmistir. DNA metilasyonu, sitozin halkasinin 5. karbonuna S-adenosilmetiyonin
(SAM) metil grubunun kovalent baglanmasidir. DNA metilasyonu, histondeasetilazlar
gibi enzimatik bilesenler ve metillenmis DNA’ ya bagl spesifik proteinler araciligiyla
tamamlanir ve histonlarin post-trasnlayonel modifikasyonlariyla yonlendirilmektedir
(101). Bizim galismamizda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmleri ile birlikte
genomik DNA metilasyonunun down sendromlu bebek sahibi olma durumu arasindaki
iliski incelenmemistir. Yapilacak diger calismalarda ilgili polimorfizmlerin DNA
metilasyon degerleri g0zoniinde bulundurularak degerlendirilmesi MTHFR gen
polimorfizmleri ile down sendromlu ¢ocuk sahibi olma durumu arasindaki iliskinin

altinda yatan mekanizmalarin ortaya ¢ikarilmasinda etkili olabilecektir.

54



6. SONUC ve ONERILER

Bu galismada Down sendromu tanisi almis ¢ocuklarin annelerinden ve herhangi
bir hastalik tanisi almamis normal ¢ocuk sahibi annelerden olusturuldu. 67 Down
sendromlu ¢ocugu olan anne ve 66 saglikli cocugu olan anne, MTHFR Geni A1298C ve
C677T polimorfizmleri agisindan molekuler genetik yontemlerle degerlendirildi ve
genotip dagilimlar: belirlendi. Elde edilen sonuclar asagida belirtilmistir.

1. Hasta ve kontrol grubuna ait homosistein ve folat degerleri bakimindan
istatistiksel olarak farklilik oldugu saptanmistir (p<0.05).

2. MTHFR geni 1298 polimorfizminde genotip frekanslari ve allel frekanslar:
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamustir (p>0.05).

3. Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR 1298CC homozigot genotipi frekansi
orant agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilhik bulunmustur. 1298CC
genotipi oraninin hasta grupta (% 26.2) kontrol grubuna (%10.9) kiyasla daha
yuksek oldugu belirlenmistir. Bu durum CC genotipinin down sendromlu ¢ocuk
dunyaya getirme ile iliskili olabilecegini disundurebilir fakat calisilan sayinin
arttirilmasi gerekir.

4. MTHFR 1298C alleli oraninin hasta grupta (%40.8) kontrol grubuna (%29.7)
kiyasla daha yiksek bulunmasi, C allelinin hastaliga yakalanma riskiyle
yakindan iligkili olabilecegini duslindurmektedir. Ancak orneklem sayisinin
arttirllmasi gerekir.

5. MTHFR A1298C polimorfizmi agisindan dominant modelde AC+CC genotip
frekans: hasta grupta %55.3 iken, kontrol grubunda %48.4 olarak bulunmustur.
Bu modelde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0.05).

6. MTHFR geni C677T polimorfizminde genotip ve allel frekanslari acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir (P<0.05).

7. MTHFR C677T polimorfizmi agisindan, CT ve TT genotipleri orani, CC
genotipine oranla, down sendromlu cocuk sahibi annelerde, kontrol grubu
annelere gore daha yiiksek cikmistir. Bu bolge acisindan bir ya da her iki allelini
polimorfik tasiyan annelerin down sendromlu gocuk sahibi olma riskinin daha
yuksek oldugu séylenebilir ancak hasta sayisi arttiriimalidir.
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8. MTHFR C677T polimorfizmi agisindan CT+TT genotip dagilimi hasta
grubunda %91.04 iken, kontrol grubunda %57.6 olarak bulunmustur. Hasta ve
kontrol grubu arasinda dominant modelde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmistir (P<0.05).

9. Down sendromlu cocuk sahibi olma riskinin belirlenmesinde, MTHFR gen
polimorfizmlerinin ve folat metabolizmasinda etkili olan diger genlerin
polimorfizmlerinin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.

10. DNA metilasyon duzeyleri ile MTHFR A1298C ve C677T polimorfizmlerinin
birlikte degerlendirilmesi down sendromlu ¢ocuk sahibi olma durumu hakkinda

daha aciklayici sonuglara ulasabilmemizi saglayabilir.

MTHFR geni 1298 ve 677 polimorfizmlerinin down sendromlu c¢ocuk sahibi
olma ile iligkisi Uzerine yapilan ¢alismalarda genotip ve allel frekanslari arasinda
populasyonlara 6zgi farkliliklar elde edilmistir. Farkliliklarin yami sira  farkh
populasyonlara ait birbirini destekleyen benzer bulgularda elde edilmistir. Bizim
calismamizda da diger calismalarla uyumlu ve farkli sonuglar bulunmustur. Bu
polimorfizmler ile down sendromlu gocuk sahibi olma arasindaki iliski hakkinda kesin
bir yargiya varmak icin Orneklem sayisimin daha genis bir aralikta olmasi

gerekmektedir.
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EKLER

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASAL VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMASI

Kullanilan kimyasal ve solisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak “Molecular

140 asas alinmistir.

Cloning
Hazirlanan soltsyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma
konsantrasyonlarini elde etmek icin stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.

Konsantrasyon doniistirmelerinde basitge su formulden yararlanilabilir.

M1 XV1=M2XV2

M1 = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
V1 = Stoktan alinmasi gereken miktar (v)

M2 = Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V2 = Hazirlanacak olan ¢ozelti (calisma ¢ozeltisi) miktar: (v)

EK-1. DNA Eldesi Solusyonlari

1.1 Eritrosit Lizis Tamponu (pH=7,5) 1 Litre igin;

0,32 M Sikroz Siuikroz = 109,563 gr

10 mM Tris-HCI (pH=7,5) Tris-HCI = 1,211 gr

5mM MgCI2 MgCI2 = 1,015 gr

%1 Triton X 100 Triton X 100 =10 gr
1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢ozdurtlup otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlandi. Triton X

otoklavlanmadan sonra ilave edildi.

1.2. Fizyolojik Tampon (pH=7,5) 1 Litre i¢in
0,075 M NaCl NaCl = 4,383 gr
0,025 M EDTA EDTA =9,305 gr
1 litre igin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
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sekilde bidistile su ile ¢ozdurilip otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarland:

1.3. TE-9 (pH=9) 1 Litre icin
500 mM Tris baz Tris baz = 60,5 gr
20 mM EDTA EDTA =7,44 gr
10 mM NaCl NaCl = 0,58 gr
1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml

olacak sekilde bidistile su ile ¢cozdlrtllp otoklavlandi. pH = 9 olarak ayarlandi.

1.4. %10’luk SDS
20 ml igin;
2 gr SDS tartilip, Gzerine bir miktar (20 ml’den az) saf su ilave edilip iyice

cozdurulda. Son hacim 20 ml olacak sekilde ayarlandi.

1.5. Proteinaz-K (10mg/ml)

100 ml igin;

10 gr PK tartilir, Gzerine bir miktar (100 ml’den az) saf su ilave edilip iyice
¢cozduruldu. Son hacim 100 ml olacak sekilde ayarland:.

1.6. 6 M NaCl

1 litre icin;

321.4 gr NaCl tartilip, Gzerine bir miktar (1000 ml’den az) bidistile su ilave
edilip iyice ¢ozdurilup son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlandi.

1.7. % 70 Etil Alkol
100 ml igin;

70 ml etil alkol (absolut) ve 30 ml bidistile su ilave edildi.
1.8. TE tamponu (Tris/EDTA) (pH=8)

10 mM Tris-Cl (pH=8)
0,1 mM EDTA (pH=8)

65



1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml
olacak sekilde bidistile su ile ¢ozdurultp otoklavlandi. pH = 8 olarak ayarlandi.

EK-2. Elektroforez Analiz Soltsyonlarn

2.1. 1 X TBE (1 litre igin)
100 ml 10 X TBE stok sollisyonu
900 ml bidistile su

2.2. Etidyum bromid soltsyonu (10 mg/ml)
0,1 gr etidyum bromid
10 ml bidistile su icinde ¢ozinip 1s1k almayan bir cam icinde buzdolabinda

muhafaza edildi.

2.3. DNA Yukleme Tamponu (Loading dye) (6X)

40 gr stikroz

0,25 gr bromfenol mavisi

100 ml olacak sekilde bidistile su icinde c¢ozindu. Ependorf tiplerine
paylastirilarak buzdolabinda muhafaza edildi.

2.4.10 X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok sollisyonu
108 gr Tris baz (890 mM )
55 gr borik asit ( 890 mM)
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0 (20 mM)
Bir miktar bidistile su iginde ¢0Ozindikten sonra pH 8.0 olarak ayarlanip

solusyon 1 litreye tamamlandi.
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